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1 Einleitung 
Im Zuge der demographischen Entwicklung der modernen, westlichen Gesellschaft 
stellen Schlaganfall und neurodegenerative Erkrankungen eine zunehmende medizi-
nische Herausforderung dar. Die Behandlung der betroffenen Patienten ist bisher 
meist unbefriedigend. Seit Ende der 1980er befassen sich weltweit Arbeitsgruppen 
mit zelltherapeutischen Ansätzen bei diesen Erkrankungen. Zum einen wurden diffe-
renzierte Zellen eingesetzt, wie etwa fetale dopaminerge Neurone in therapeutischen 
Studien an Parkinsonpatienten. Die Erfolge waren aber meist gering und sind um-
stritten (BARKER et al. 2013, PETIT et al. 2013). Zum anderen wurden Stammzellen 
unterschiedlicher Genese auf ihre Wirksamkeit hin überprüft. Im Gegensatz zu neu-
rodegenerativen Erkrankungen kommt es beim Schlaganfall zu einer massiven Zer-
störung verschiedener Zellen im betroffenen Hirnareal. Der Einsatz von Stammzellen 
scheint daher zielführender als die ausschließliche Transplantation von Nervenzellen 
(KONDZIOLKA et al. 2005). In verschiedenen Studien wurde der Effekt von embryo-
nalen, neuralen und induzierten Stammzellen ebenso wie von Knochenmarksstamm-
zellen untersucht (OKI et al. 2012, CHANG et al. 2013, MINE et al. 2013, MITKARI et 
al. 2014). Neben einer Reduzierung der Größe des Schlaganfallareals konnte zum 
Teil auch eine verbesserte Motorik festgestellt werden. Erste Untersuchungen direkt 
am Menschen blieben bisher jedoch ohne größere Erfolge und sind zum Teil umstrit-
ten. Weitere präklinische Studien sind daher zunächst nötig, um wissenschaftlichen 
und ethischen Ansprüchen gerecht zu werden. Ein besonders Problem der Schlag-
anfallforschung stellt dabei die Übertragbarkeit von den überwiegend an Mäusen und 
Ratten gewonnenen Erkenntnissen auf den Menschen dar (BANG et al. 2005, 
KONDZIOLKA et al. 2005, BARKER und BEAUFORT 2013). Das Gehirn der Nage-
tiere unterscheidet sich in seiner lissenzephalen Architektur bereits oberflächlich vom 
humanen gyrenzephalen Gehirn und auch das Verzweigungsmuster der Gefäße 
weicht deutlich ab (CASALS et al. 2011). Darüber hinaus ist bei Mäusen und Ratten 
die Möglichkeit beschränkt, eine autologe Transplantation von Stammzellen durchzu-
führen, weshalb üblicherweise allogene oder xenogene Transplantate verwendet 
werden. Dies ist aber bei einer späteren Anwendung am Menschen auf Grund von 
Abstoßungsreaktionen mit Problemen verbunden (COYNE et al. 2006). Als ein ge-
eigneteres Tiermodell erwies sich in der Schlaganfallforschung das Schaf (BOLTZE 
et al. 2008, DREYER et al. 2012). Zum einen ist das gyrenzephale Gehirn des Scha-
fes im Vergleich zum Gehirn von Nagetieren entwicklungsgeschichtlich und anato-
misch näher mit dem humanen Gehirn verwandt (SALOMON et al. 2008). Zum ande-
ren konnten autologe Zelltransplantationen, etwa von Knochenmarkszellen, im o-
vinen Modell bereits durchgeführt werden (BOLTZE et al. 2011).   
Ein weiteres Problem der bisherigen Studien zur Therapie des Schlaganfalls ist die 
Gewinnung der eingesetzten Zellen. Diese ist häufig mit einem hohen zeitlichen, fi-
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nanziellen und operativen Aufwand und, speziell im Hinblick auf fetale und embryo-
nale (Stamm-) Zellen, mit ethischen Problemen verbunden (BARKER und 
BEAUFORT 2013). Durch den autologen Einsatz von Stammzellen aus den ober-
flächlich liegenden Fett-, Bindegewebs- oder Hautschichten könnten diese Probleme 
deutlich minimiert werden. Insbesondere die Haut stellt dabei eine sowohl beim Tier 
als auch beim Menschen leicht zugängliche und in ausreichendem Maß verfügbare 
Alternativquelle für verschiedene Stammzellen dar. Eine für die Therapie von 
Schlaganfallpatienten besonders attraktive Zellpopulation könnten die von TOMA et 
al. (2001) erstmals bei Mensch und Maus beschriebenen skin-derived precursor cells 
(SKP) darstellen. Diese aus der dermalen Papille und der bindegewebigen Wurzel-
scheide isolierten Vorläuferzellen besitzen unter anderem das Potential sich sowohl 
in neuronale als auch in gliale Zellen zu differenzieren. Sie wären somit wie andere 
Stammzellen theoretisch in der Lage neues Nervengewebe in den betroffenen Area-
len zu bilden und gleichzeitig die vorhandenen Zellen durch parakrine Signale zu be-
einflussen (FERNANDES et al. 2004, FERNANDES et al. 2006, LIU et al. 2013). 
Diese Vorläuferzellen, die typischerweise als freiflotierende Sphären in Kultur vorlie-
gen, konnten bereits in verschiedenen Spezies nachgewiesen und isoliert werden. 
Während beim Schaf aus der dermalen Papille und der bindegewebigen Wurzel-
scheide unter Serumeinfluss adhärent wachsende mesenchymale Zellen bereits iso-
liert wurden, ist eine erfolgreiche SKP-Isolation beim Schaf noch nicht beschrieben 
(WITHERS et al. 1986, PISANSARAKIT et al. 1991). Um eine autologe Transplanta-
tion von ovinen Vorläuferzellen der Haut mit neuralem Differenzierungspotential im 
Schlaganfallmodell beim Schaf zu ermöglichen, waren deshalb die Ziele dieser Ar-
beit:  
i) ein optimales Standardprotokoll zur Isolierung und Kultivierung von skin-
derived precursor cells aus der ovinen Dermis zu entwickeln, 
ii) die Sphärenbildung der isolierten Zellen zu quantifizieren und anhand morpho-
logischer Charakteristika zu spezifizieren, 
iii) das immunzytologische Expressionsmuster der kultivierten Zellen insbesonde-
re im Hinblick eines neuralen Differenzierungspotentials zu untersuchen. 
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2 Literaturübersicht 
2.1 Die Haut und das Haarkleid 
2.1.1 Der Aufbau der Haut  
Das Zusammenspiel der Hautschichten mit den verschiedenen Zellpopulationen und 
der variabel gestalteten extrazellulären Matrix macht die Haut zu einem multifunktio-
nellen, für das Überleben eines jeden Säugetieres essentiellen Organ. Die Haut be-
steht aus der oberflächlichen Epidermis, die als Abgrenzung zur Umwelt eine wichti-
ge biologische und mechanische Schutzfunktion übernimmt, und der bindegewebi-
gen Dermis. Durch die fetthaltige Subkutis wird sie von der Unterhautmuskulatur ge-
trennt (vgl. Abb. 2.1). 
 
Abb. 2.1 Aufbau der Haut  
Schematische Darstellung der Hautschichten und einiger eingebundener Strukturen. 
Abb. nach MC LAFFERTY et al. (2012), modifiziert von D. Brause (2013, Veterinär-
Anatomisches Institut, Universität Leipzig).  
 
Bei der Epidermis handelt es sich um ein mehrschichtiges verhorntes Plattenepithel, 
dessen Dicke und Verhornungsgrad in Abhängigkeit von der Belastung und der Kör-
perregion stark variiert. Sie gliedert sich in vier Schichten, die die Differenzierungs-
prozesse von der basalen Zellteilung über die Keratinisierung bis hin zur Verhornung 
der Keratinozyten widerspiegeln. In diese Schichten sind verschiedenste Zellen ein-
gelagert, die deren Funktion beeinflussen und wichtige Aufgaben in der Epidermis 
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übernehmen. Zwischen den epidermalen Stammzellen des Stratum basale liegen 
Melanozyten, die die Pigmentierung der Haut regulieren. Im Stratum spinosum ma-
chen Langerhans-Zellen, Zellen des mononukleären Phagozytose-Systems, die Epi-
dermis zu einem Teil der Körperabwehr und neuroendokrin arbeitende Merkel-Zellen 
zum Organ der haptischen Sinneswahrnehmung.  
Unter der Epidermis liegt die Lederhaut (=Dermis, Corium). Sie bildet die bindege-
webige Grundlage der Kutis und ermöglicht die Elastizität, Zugfestigkeit und Ver-
formbarkeit der Haut. Sie setzt sich aus dem Stratum papillare und dem Stratum reti-
culare zusammen. Das Stratum papillare ist eine gefäß- und zellreiche Schicht, die 
sich in Form von bindegewebigen Papillen mit der Epidermis verzahnt und der Er-
nährung der Epidermis dient. Parallel zur Hautoberfläche verlaufende, kollagene Fa-
serbündel verflechten sich mit den bindegewebigen Haarbälgen. Das Stratum reticu-
lare besteht aus zellarmem, dichtem Bindegewebe, das in das lockere Bindegewebe 
der Subkutis übergeht.  
Die Unterhaut mit ihrem hohen Fettanteil dient als lockere Verschiebeschicht zwi-
schen Kutis und der oberflächlichen Faszie und spielt eine wichtige Rolle in der 
Thermoregulation. Die Ausprägung variiert in Abhängigkeit von der Körperregion. So 
ist im Rückenbereich der Schafe die subkutane Fetteinlagerung im Schulterbereich 
deutlich ausgeprägter als im Lendenbereich. Im Gesicht hingegen fehlt an einigen 
Stellen wie Lippen, Backen, Augenlidern und Ohrmuscheln diese Schicht ganz. Ne-
ben Fett sind in die Subkutis quergestreifte Muskelfasern, die Teile der Hautmuskula-
tur sind, und Gefäße eingelagert (RAMSEY et al. 1991, WHEATER et al. 2000, 
LIEBICH 2004). 
 
2.1.2 Der Aufbau des Haarfollikels  
Das Haar ist als ein eigenständiges Organ in die Haut eingegliedert. Das Organ Haar 
setzt sich aus Talg-, Schweißdrüsen und dem eigentlichen Haar zusammen. Man 
spricht von der sogenannten Epidermis-Trias.  
Das Haar (Pilus) im engeren Sinne setzt sich aus der über die Epidermis ragenden 
Haarspitze (Apex pili), dem Haarschaft (Scapus pili) und der proximal befindlichen 
Haarwurzel (Radix pili) zusammen. Im horizontalen Querschnitt durch den Haar-
schaft ist eine Einteilung in Mark (Medulla pili), Rinde (Cortex pili) und Kutikula (Cuti-
cula pili) sichtbar. Dem Haarschaft liegen die innere epitheliale Wurzelscheide, be-
stehend aus Huxley- und Henle-Schicht, und die äußere epitheliale Wurzelscheide 
an. Darauf folgt die bindegewebige Wurzelscheide.   
Das Haarwachstum erfolgt im Bereich der proximalen Auftreibung der Haarwurzel, 
dem sogenannten Haarbulbus (Bulbus pili). Hier befindet sich die germinale Haar-
matrix, an der die Basis des epithelialen Haarbulbus von der bindegewebigen derma-
len Papille (Papilla pili) eingestülpt wird. Durch asymmetrische mitotische Teilung der 
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Epithelzellen entwickelt sich suprapapillär das Haarmark und in den peripapillären 
Bereichen die Haarrinde. Der Haarbulbus geht in die epithelialen Wurzelscheiden 
über, deren äußerer Anteil sich wiederum als Stratum germinativum in die Epidermis 
fortsetzt. Von der dermalen Papille ausgehend, legt sich die bindegewebige Wurzel-
scheide dem Haarfollikel an. Alle Anteile der Wurzelscheiden werden auch als Haar-
balg bezeichnet.  
Während dieser Grundaufbau in allen behaarten Spezies relativ konserviert vorliegt, 
variiert die Zusammensetzung des Haarorgans und ihre embryonale Entwicklung 
sowohl tierart- und rassespezifisch als auch in Abhängigkeit vom Haartyp (AUBER 
1952, WIESNER 2000, LIEBICH 2004). 
 
2.1.3 Die dermale Papille  
Die dermale Papille bildet mit der bindegewebigen perifollikulären Wurzelscheide den 
mesodermalen Anteil des Haarfollikels. Sie nimmt eine grundlegende Rolle in der 
Haarentwicklung und dem Haarwachstum ein.   
Die embryonale Entwicklung der dermalen Haarpapille ist mit der Entwicklung der 
epithelialen Anteile des Haares gekoppelt. Zunächst kommt es zu einer lokal erhöh-
ten Proliferation der epidermalen Basalzellen. Diese bilden den Vorkeim, der mit der 
Basalmembran auf die mesodermale Unterlage drückt. Es kommt zu einer Verdich-
tung der Fibroblasten, dem mesenchymalen Kondensat. Dieses bildet zusammen mit 
dem Vorkeim den Haarkeim. Beide Anteile stehen über reziproke Signalwege in Kon-
takt zueinander (HARDY 1992, ZHANG et al. 2009). Die epidermalen Zellen prolife-
rieren und wachsen in die Tiefe. Dabei umschließen sie knospenförmig das mesen-
chymale Kondensat, wodurch die dermale Papille gebildet wird (PAUS et al. 1999, 
ROHEN und LÜTJEN-DRECOLL 2006, SCHNORR und KRESSIN 2006, DRISKELL 
et al. 2011). Die dermale Papille ist somit der embryonale Ausgangspunkt für die 
Haarentwicklung. Wie in Kapitel 2.1.2 bereits beschrieben, nimmt sie auch im adulten 
Organismus eine zentrale Rolle im Haarwachstum ein. Dies zeigen auch mehrere 
Versuche von BUTCHER (1965) und OLIVER (1966a, 1966b, 1967). Sie demonstrie-
ren, dass eine transplantierte Haarpapille in der Lage ist, in unbehaarten Arealen 
Haarwachstum auszulösen. Wird jedoch die dermale Papille entfernt, ist das Haar-
wachstum abhängig von den verbliebenen Anteilen des Haarfollikels. Ausgehend von 
der äußeren und der dermalen Wurzelscheide kann durch Neubildung des Bulbus 
und der dermalen Papille der Verlust des proximalen Drittels des Haarfollikels kom-
pensiert werden. Es besteht die Hypothese, dass die mesenchymalen Zellen der 
dermalen Wurzelscheide die Grundlage für die neuformierte dermale Papille darstel-
len. Fehlen größere Anteile des Haarfollikels, wird jedoch das Haarwachstum voll-
ständig eingestellt. Die Interaktion zwischen dermaler Papille und der äußeren und 
dermalen Wurzelscheide ist somit essentiell. Die dermale Papille beeinflusst auch 
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Form und Größe der entwickelten Haare. In Abhängigkeit vom Expressionsmuster 
der Zellen der dermalen Papille variiert der darüber liegende Haartyp. Es bildet sich 
entweder ein Primär- oder ein Sekundärhaar aus (BURNS und CLARKSON 1949, 
ELLIOTT et al. 1999, DRISKELL et al. 2009).  
 
2.1.4 Das Haarkleid des Schafes 
Das Haarkleid setzt sich aus Primär- und Sekundärhaaren zusammen. Die Primär-
haare werden nach ihrer Anordnung in zentrale und laterale Primärhaare unterteilt 
(KÖNIG und LIEBICH 2011). Die Unterscheidung zwischen Primärhaaren und Se-
kundärhaaren erfolgt zunächst auf Grund ihrer versetzten embryonalen Entwicklung. 
Der primäre Haarfollikel bildet sich am 70. Tag der fetalen Entwicklung, während sich 
der sekundäre Haarfollikel erst an Tag 85 in Nachbarschaft zum primären entwickelt. 
Im adulten Organismus lassen sich die beiden Haartypen histologisch anhand der 
Zusammensetzung des reifen Haarorgans unterscheiden. Während bei beiden Haar-
typen Talgdrüsen ausgebildet sind, sind Schweißdrüsen und Mm. arrectores pilorum 
ausschließlich beim Primärhaar zu finden (AUBER 1952, HARDY und LYNE 1956, 
ROGERS 2006). Basierend auf dem Haartypenverhältnis von Primärhaar zu Sekun-
därhaar können die Rassen des Hausschafes (Ovis orientalis aries) in zwei Katego-
rien eingeteilt werden: in die Gruppe der Haarschafe und die der Wollschafe. Wäh-
rend bei Wollschafen überwiegend Sekundärhaare (=Wollhaare; Pili lanei) ausgebil-
det werden, setzt sich das Vlies bei Haarschafen vor allem aus Primärhaaren 
(=Grannenhaare; Capilli) und einzelnen dünnen Sekundärhaaren zusammen. Unab-
hängig von der Vliesstruktur wird das Haarkleid im Kopfbereich fast ausschließlich 
von Primärhaaren gebildet. Zusätzlich zu den beschriebenen Haarvarianten befinden 
sich Sinus- oder Tasthaare im Maulbereich. Diese sind mit einem ausgeprägten 
Blutsinus im Haarbalg und Druckrezeptoren versehen (BURNS und CLARKSON 
1949, LIEBICH 2004). 
 
2.1.5 Der Haarzyklus des Schafes 
Der Haartyp hat insbesondere beim Schaf auch eine Auswirkung auf den Haarzyk-
lus. Der Haarzyklus wird von einem ständigen Rhythmus zwischen dem mehrstufigen 
Haarabbau (Katagen) und -aufbau (Anagen) geprägt. Katagen und Anagen sind 
durch eine Ruhephase variabler Länge, dem sogenannten Telogen, und dem Exo-
gen, der aktiven Abstoßung des Haarschaftes, getrennt (vgl. Abb. 2.2) (STENN und 
PAUS 2001).  
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Abb. 2.2 Zyklus des Haarfollikels  
Die Stadien des Haarzyklus lassen sich in Phasen unterteilen. Im frühen Anagen (III) 
kommt es zur Neuformierung der dermalen Papille (DP) In der IV. Phase des Ana-
gens kommt es zur Austreibung des alten Haares (Exogen). Die Länge der einzelnen 
Phasen und Stadien variiert in Abhängigkeit vom Haartyp.   
ÄWS: Äußere Wurzelscheide, HS: Haarschaft, IWS: Innere Wurzelscheide, TD: 
Talgdrüse. Abb. modifiziert nach STENN und PAUS (2001).  
 
Der Haarzyklus der Sekundärhaare des Schafes erfolgt wie bei der menschlichen 
Kopfbehaarung asynchron und nicht wie etwa bei Mäusen synchron in Wellen über 
das ganze Fell hinwegziehend. Die Asynchronität des Rhythmus entsteht dadurch, 
dass der Haarfollikel über mehrere Jahre im anagenen Stadium verharrt. Das Zyk-
lusverhalten der Primärhaare im Kopfbereich des Schafes wurde hingegen bisher 
nicht genauer untersucht. Der Haarzyklus eines jeden Follikels steht unter dem Ein-
fluss von inneren und äußeren Faktoren. Die genauen Regulationsmechanismen 
sind rasse- und haarspezifisch und nicht immer exakt bekannt. Der Haarzyklus wird 
beispielsweise bei manchen Schafrassen wie dem neuseeländischen Wiltshire sheep 
vom Lichteinfall beeinflusst, wohingegen beim Merinoschaf kein jahreszeitlicher Un-
terschied festzustellen ist (NIXON und FORD 2002). Intrinsische Faktoren beeinflus-
sen die Umbauprozesse im Rahmen des Haarzyklus. Insbesondere zwischen den 
epidermalen Stammzellen der germinalen Haarmatrix und den Zellen der dermalen 
Papille kommt es im Anagen zu einer wechselseitigen Signalkaskade, die zum pro-
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ximalen und späteren distalen Wachstum des Haares führen. Die Stammzellen des 
Haarfollikels migrieren und differenzieren sich in Abhängigkeit von ihren Eigenschaf-
ten und Fähigkeiten im Laufe des Haarwachstums und ermöglichen somit den stän-
digen Auf- und Abbau des Haares (STENN und PAUS 2001, RUFAUT et al. 2012).  
 
2.2 Stamm- und Progenitorzellen der Haut 
2.2.1 Charakteristika von Stammzellen 
Stammzellen sind Zellen, die sich durch ein hohes Reproduktionspotential, die Fä-
higkeit zur Differenzierung und eine niedrige Proliferationsrate auszeichnen. Sie lie-
fern die Basis für die Gewebestabilität in jedem Organismus und ermöglichen die 
gewebespezifische Regenerationsfähigkeit. Die Grundlage für die Zellkonstanz mit 
gleichzeitig einhergehender Fähigkeit, weiterdifferenzierte Tochterzellen zu produzie-
ren, liegt im Teilungsprinzip von Stammzellen. Sie sind in der Lage, sowohl eine 
symmetrische als auch eine asymmetrische Teilung zu durchlaufen (vgl. Abb. 2.3). 
Im Gegensatz zur symmetrischen Zellteilung, aus der zwei identische Tochterzellen 
hervorgehen, wird bei der asymmetrischen Teilung zum einen ein identisches Dupli-
kat der Stammzelle erstellt, zum anderen entsteht eine Tochterzelle, die in ihrem Dif-
ferenzierungspotential eingeschränkt ist (RZEPKA et al. 2005, MORRISON und 
KIMBLE 2006). Die Art der Teilung wird von intrinsischen, genetischen Faktoren so-
wie von extrinsischen, nischenbedingten Faktoren bestimmt. Dadurch wird bei Zell-
verlust, etwa im Rahmen von Verletzungen, die Zellzahl aufrechterhalten, unter phy-
siologischen Bedingungen werden jedoch differenzierte Vorläuferzellen produziert 
(CAIRNS 1975, MORRISON und KIMBLE 2006, KNOBLICH 2008).  
Aus totipotenten embryonalen Stammzellen werden in Abstufungen pluri-, multi- und 
unipotente Stammzellen. Pluripotente Stammzellen können sich wie embryonale 
Stammzellen in Zellen aller drei Keimblätter differenzieren. Sie sind „jedoch nicht [im 
Stande sich] zu einem Individuum zu entwickeln“ (StZG 2002). Multi- und unipotente 
Stammzellen sind in ihrem Differenzierungspotential auf bestimmte Zelllinien, meist 
eines Keimblattes, bzw. auf Zellen eines Gewebetyps eingeschränkt.   
Um DNS-Schäden im Zuge der lebenslangen Reproduktionsfähigkeit zu vermeiden, 
unterliegen Stammzellen mit Ausnahme von in vitro gezüchteten Stammzelllinien 
einer niedrigen Proliferationsrate. Die Grundlage dafür ist ein verlängerter Zellzyklus 
mit einer ausgesprochen langen G0-Phase (LAJTHA 1979, MORRIS et al. 2004). 
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Abb. 2.3 Teilungsstrategien von Stammzellen  
A) Stammzellen (grau) müssen einerseits zur Reproduktion fähig sein, andererseits 
auch differenzierte Tochterzellen (schwarz) hervorbringen. In B-D) werden verschie-
dene Strategien der Stammzellen aufgezeigt, um diese Aufgabe zu erfüllen. B) 
Asymmetrische Zellteilung: Bei dieser Teilungsform entsteht sowohl eine erbgleiche 
Stammzelle als auch eine differenzierte Tochterzelle. C) und D) zeigen Strategien 
zur Aufrechterhaltung der gesamten Stammzellpopulation. Während in C) aus-
schließlich symmetrische Teilungen vollzogen werden und eine Zelle nur Stammzel-
len bzw. nur differenzierte Tochterzellen generiert, findet in Modell D) eine Kombina-
tion aus symmetrischer und asymmetrischer Teilung statt. Abb. modifiziert nach 
MORRISON und KIMBLE (2006). 
 
2.2.2 Unterscheidung von Stammzellen, Progenitorzellen und Precursor cells 
Während die Definition von Stammzellen und ihre Charakteristika schon in den 
1970er-Jahren festgelegt wurden, existiert bisher keine allgemeingültige, wissen-
schaftlich fundierte Unterscheidung von adulten Stammzellen, Progenitorzellen und 
den im Englischen als precursor cells bezeichneten Vorläuferzellen (SEABERG und 
VAN DER KOOY 2003). Die in der Hämatologie verwendeten Definitionen von 
WIKTOR-JEDRZEJCZAK (1983) für die von Progenitorzellen abstammenden Vorläu-
ferzellen werden in anderen Stammzellbereichen nicht analog angewendet. Die Fä-
higkeit der hämatopoetischen Stammzellen zur Selbsterneuerung nimmt im Zuge 
ihres Entwicklungsprozesses hin zur Progenitorzelle ab, während die Proliferations-
rate ansteigt. Aus diesen in ihrem Reproduktionspotential limitierten Progenitorzellen 
gehen uni- bis oligopotente Vorläuferzellen hervor (MORRISON und WEISSMAN 
1994, CHESHIER et al. 1999, WEISSMAN et al. 2001). Adulte Stammzellen ver-
schiedenster Genese weisen wiederum eine geringere Selbsterneuerungskapazität 
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im Vergleich zu embryonalen Stammzellen auf (POTTEN und LOEFFLER 1990). 
KEMPERMANN (2011) resümiert auf Grund der widersprüchlich eingesetzten Begrif-
fe, dass die Bezeichnung precursor cells, im Deutschen als Vorläuferzelle bezeich-
net, als Überbegriff für Stammzellen und den von ihnen unmittelbar abstammenden 
Progenitorzellen am geeignetsten ist. Somit wird eine mögliche falsche Zuordnung 
auf Grund von nicht exakt bekanntem Differenzierungs- und Reproduktionspotential 
vermieden. 
 
2.2.3 Epidermale Vorläuferzellen  
Die Haut ist ein Organ, das ständiger Selbsterneuerung unterliegt und als Grenz-
schicht zur Umwelt eines hohen Regenerationspotentials bedarf. Daher befinden sich 
in der Haut viele Nischen, die Vorläuferzellen mit unterschiedlichem Differenzie-
rungs-, Reproduktions- und Proliferationspotential beherbergen.   
In der Epidermis unterscheidet man die interfollikulären Stammzellen von den folli-
kelassoziierten Stammzellen im Bereich der Papille, der Wulstregion und der Talg-
drüsen. Eine strikte Trennung der Nischen liegt jedoch nicht vor.   
Die interfollikuläre Stammzellnische wird in der von POTTEN (1974) am Mausmodell 
aufgestellten EPU-Theorie in hexagonale Felder eingeteilt, den epidermal proliferati-
ve units. Zentrale, sich langsam teilende Stammzellen sind von Vorläuferzellen, so-
genannten transit amplifying cells, mit unterschiedlich hoher Teilungsrate umgeben. 
Diese Theorie wurde von mehreren Forschungsgruppen untermauert (LAVKER und 
SUN 1983, COTSARELIS et al. 1990, BICKENBACH und CHISM 1998). Die interfol-
likulären Stammzellen werden außerdem nach ihrem variablen Koloniebildungsver-
mögen und ihrem heterogenen Reproduktionsverhalten in drei Gruppen eingeteilt. 
Zum einen treten holoklone Zellen auf, die in ihren Charakteristika Stammzellen glei-
chen, zum anderen meroklone Zellen und schließlich terminal differenzierte paraklo-
ne Zellen (BARRANDON und GREEN 1987).  
Im Rahmen der Wundheilung wird die interfollikuläre Stammzellnische durch ein-
wandernde Stammzellen aus den haarfollikelassoziierten Nischen unterstützt. Vor-
läuferzellen aus den Talgdrüsen, dem Haaristhmus und der Wulstregion der äußeren 
Wurzelscheide migrieren in das geschädigte Areal (ITO et al. 2005, PAGE et al. 
2013). Letztere steht seit ihrer Entdeckung als Stammzellnische durch COTSARELIS 
et al. (1990) im Fokus der epidermalen Stammzellforschung (MORRIS et al. 2004, 
VILLANI et al. 2013). Bei der im Englischen als bulge region bezeichneten Wulstre-
gion handelt es sich um eine lokale Verdickung der äußeren Wurzelscheide unmittel-
bar proximal der Talgdrüse, deren Stammzellen nicht nur an Prozessen in der inter-
follikulären suprabasalen Stammzellnische, sondern auch in der germinale Haarfolli-
kelmatrix des Haarbulbus beteiligt sind (vgl. Abb. 2.4) (ITO et al. 2005).  
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Abb. 2.4 Nischen epidermaler Vorläuferzellen  
Die interfollikulären epidermalen Stammzellen befinden sich im Stratum basale der 
Epidermis und stehen in Kontakt mit den haarfollikelassoziierten Stammzellen. Diese 
lassen sich in der Wulstregion, im Bereich der Talgdrüsen, des Haaristhmus und der 
germinalen Haarmatrix finden. Abb. modifiziert nach BLANPAIN und FUCHS (2009). 
 
Bei Merinoschafen wird vermutet, dass die Wulstregion als solche nicht ausgebildet 
ist und die Stammzellen diffus in der äußeren Wurzelscheide verteilt sind (ROGERS 
2006, MC GRICE Juni 2009). Murine Haarfollikelstammzellen wandern nachgewie-
senermaßen aus der bulge region im Rahmen der Umbauprozesse des Haarzyklus 
in die Keimschicht des Haarfollikels ein und beteiligen sich am Haarwachstum (HSU 
und FUCHS 2012). Sie erhalten auch für das Haarwachstum essentielle Signale aus 
der dermalen Papille und den dort vorhandenen mesenchymalen Stammzellen 
(OLIVER 1966a, RENDL et al. 2005, RUFAUT et al. 2012). 
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2.2.4 Dermale Vorläuferzellen 
Neben der dermalen Papille sind die bindegewebige Wurzelscheide und perivaskulä-
re Areale in der Dermis potentielle Stammzellnischen. Die exakte Lokalisation der 
Stammzellen gestaltet sich jedoch schwierig, da es im Rahmen des Haarzyklus zu 
einem ständigen Umbau und einer Migration von Zellen zwischen den einzelnen 
Kompartimenten kommt (TOBIN et al. 2003, YAMANISHI et al. 2012). Weiterhin zei-
gen aus der Dermis isolierte Zellen ein sehr variables Differenzierungs- und Repro-
duktionspotential. LORENZ et al. (2008) isolierten Fibroblastic mesenchymal stem-
cell like cells, deren Differenzierungspotential auf die mesenchymale Zelllinie be-
schränkt ist. Vorläuferzellen in der dermalen Papille und in der bindegewebigen Wur-
zelscheide hingegen wurde ein breiteres Differenzierungsspektrum nachgewiesen. 
Sie sind in der Lage, sowohl eine ektodermale als auch eine mesodermale Differen-
zierung einzugehen (FERNANDES et al. 2006, LIU et al. 2008, BELL et al. 2012). 
TOMA et al. (2001) führten für diese Vorläuferzellen bei ihrer Erstbeschreibung den 
Begriff skin-derived precursor cells (SKPs) ein. 
 
2.3 Skin-derived precursor cells (SKPs) 
SKPs wurden zum ersten Mal aus murinen und humanen adulten Hautproben iso-
liert. Sie stellen von der ektodermalen Neuralleiste in die Haut des Kopfbereiches 
beziehungsweise von den mesodermalen Somiten in die Dermis der Regio dorsalis 
ausgewanderte Vorläuferzellen dar. Im adulten Tier sind sie in der dermalen Papille 
und in der perifollikulären Bindegewebsscheide des anagenen Haarfollikels lokali-
siert. Sie beteiligen sich an der Wundheilung und sind in der Lage die Haarfollikelbil-
dung zu induzieren (TOMA et al. 2001, JAHODA et al. 2003, FERNANDES et al. 
2004, BIERNASKIE et al. 2009).  
Unabhängig von ihrer embryonalen Herkunft weisen sie Charakteristika von Neural-
leistenvorläuferzellen und Eigenschaften multipotenter adulter Stammzellen auf 
(TOMA et al. 2001, BIERNASKIE et al. 2009, JINNO et al. 2010). So wurde in In-
vitro-Differenzierungsversuchen sowohl das neurale als auch das mesodermale Po-
tential der SKPs gezeigt. Sie waren in der Lage sich in glatte Muskelzellen und Adi-
pozyten weiterzuentwickeln (JAHODA et al. 2003, LIU et al. 2008). Auf Grund ihrer 
embryonalen neuroektodermalen Herkunft fungierten sie aber ebenso als Ausgangs-
zellen für Neurone und Gliazellen (FERNANDES et al. 2004, 2006). Abkömmlinge 
der SKPs waren nach glialer Differenzierung positiv für das saure Gliafaserprotein 
(GFAP) und für das S100 Calcium bindende Protein B (S100β). Auch der von 
Schwannzellen exprimierte p75-Neurotrophin-Rezeptor (p75NTR) wurde von diffe-
renzierten Zellen ausgebildet (JINNO et al. 2010). In neuronalen Differenzierungsex-
perimenten entwickelten sich β-III-Tubulin-positive Zellen, die außerdem für das 
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Mikrotubulus-assoziiertes Protein 2 und meistens für p75NTR-positiv waren (TOMA 
et al. 2001, 2005). Auch gegen Neurofilamente gerichtete Antikörper führten zu einer 
Markierung der differenzierten Zellen (JOANNIDES et al. 2004, LEBONVALLET et al. 
2012).   
Das Potential dieser dermalen Vorläuferzellen, ihre einfache Zugänglichkeit in der 
Haut, aber auch die noch ungeklärten Aspekte ihres Verhaltens in vivo haben diese 
Zellen interessant für die moderne Stammzellforschung gemacht. Mehrere Arbeits-
gruppen beschäftigen sich daher mit der Erforschung von SKPs sowohl in vivo als 
auch in vitro bei verschiedenen Spezies und stellen immer neue Isolationsansätze 
vor.  
 
2.3.1 Isolationsmethoden von SKPs bei verschiedenen Spezies 
Das Protokoll von TOMA et al. (2001) zur Isolation von SKPs aus muriner Kutis wur-
de von mehreren Arbeitsgruppen erweitert und modifiziert (FERNANDES und 
MILLER 2009, ERNST et al. 2010). BIERNASKIE et al. (2006) wandelten es ab und 
übertrugen es auf Mensch und Ratte. Auch bei anderen Tierarten wie Hund und 
Schwein wurden SKPs erfolgreich isoliert (DYCE et al. 2004, VALENZUELA et al. 
2008, ZHAO und PRATHER 2011).  
Hautproben wurden beim Menschen aus der Kopfhaut und dem Präputium entnom-
men, während sie bei Nagern aus der Regio dorsalis auf Höhe der Schulterblätter 
stammten (BIERNASKIE et al. 2006, ERNST et al. 2010). In einem ersten Schritt 
wurden epidermale und subkutane Anteile der Haut von der Dermis gelöst 
(BIERNASKIE et al. 2006). Anschließend erfolgten eine unterschiedlich starke Zer-
kleinerung der Gewebeproben und eine Behandlung mit verschiedenen Enzymen 
und Enzymkombinationen. Dabei sollten zum einen die Epidermis-Dermis-Kontakte 
aufgebrochen werden, zum anderen wurden die Zellen aus der dermalen extrazellu-
lären Matrix gelöst und lagen am Ende der Verfahren optimaler Weise in einer Ein-
zelzellsuspension vor. Während DYCE et al. (2004), GINGRAS et al. (2007) und 
VALENZUELA et al. (2008) wie TOMA et al. (2001) eine Kombination aus DNAse 
und Trypsin verwendeten, schlugen BIERNASKIE et al. (2006) für die Isolation aus 
neonatalem Gewebe den alleinigen Einsatz von Collagenase XI oder 0,1%igem 
Trypsin vor. FERNANDES und MILLER (2009) erweiterten das Protokoll für Hautpro-
ben adulter Mäuse um eine Inkubation der Proben mit Trypsin über Nacht und ent-
fernten danach die Epidermis komplett. RENDL et al. (2005) und HAGNER und 
BIERNASKIE (2013) stellten dem Kollagenaseverdau eine Behandlung mit Dispase 
voran. ERNST et al. (2010) setzten die zerkleinerten Biopsien einem zweistufigen 
Verdau mit Dispase aus. Konzentration und Einwirkzeit der Enzyme variierten dabei 
je nach Arbeitsgruppe und in Abhängigkeit vom Alter und Art der Tiere. Bei den so 
erhaltenen Einzelzellsuspensionen handelte es sich um Mischkulturen mit einem ge-
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ringen epidermalen Zellanteil.   
Eine gezielte Isolation von SKPs aus der dermalen Papille wurde mittels Laser-
Mikrodissektion erreicht. Dabei wurden dermale Papillen der menschlichen Kopfbe-
haarung und der Vibrissen von Maus und Ratte aus dem umgebenden Gewebe her-
ausgelöst und SKPs aus diesen isoliert (HUNT et al. 2008).  
Aktuelle Studien zeigten auch, dass SKPs nicht nur direkt aus frischen Hautbiopsien 
isoliert werden können, sondern auch aus vorliegenden dermalen Fibroblastenkultu-
ren. Zellen dieser zunächst adhärent gezüchteten humanen Fibroblastenkulturen bil-
deten unter dem Einfluss des SKP-Proliferationsmediums Sphären aus. Sie wiesen 
sowohl im Rahmen von immunzytologischen als auch von molekularbiologischen 
Untersuchungen Charakteristika der SKPs auf. Zum Beispiel waren sie, im Gegen-
satz zu den zuvor adhärent wachsenden Zellen, positiv für den Neuralleistenstamm-
zellmarker Nestin und den von undifferenzierte mesenchymale Stammzellen expri-
mierten Marker Versican (HILL et al. 2012, WENZEL et al. 2013).   
Allgemein konnte eine altersabhängige Reduktion der gewonnenen Anzahl von SKPs 
aufgezeigt werden. Zellen aus neonatalem Gewebe enthielten einen deutlich höhe-
ren Anteil an SKPs im Vergleich zu aus adulten Proben stammenden Zellen (GAGO 
et al. 2009).  
Unabhängig von der Isolationsmethode ist ein entscheidender Faktor bei der Gewin-
nung und Kultivierung von SKPs der Einsatz eines speziellen Kulturmediums, um 
das Wachstum der SKPs zu stimulieren und das der Fibroblasten zu hemmen. Nach 
erfolgreicher Isolation und Kultivierung bilden die SKPs unter Einwirkung des SKP-
Proliferationsmediums kugelige Zellaggregate, die für sie charakteristischen Sphären 
(TOMA et al. 2001, FERNANDES und MILLER 2009).  
 
2.3.2 Einfluss des Kulturmediums und der Plattenbeschichtung auf die In-
vitro-Kultur von SKPs 
Das standardmäßig von den meisten Autoren eingesetzte SKP-Proliferationsmedium 
basiert auf den Nährmedien Dulbecco's Modified Eagle Medium, Low Glucose, Glu-
taMAX™, Pyruvate und Ham's F-12 Nutrient Mix, GlutaMAX™ in einem Mischungs-
verhältnis von drei zu eins. Diesem Basismedium werden neben Antibiotika und An-
timykotika 2% B27-Supplement, 40 ng/ml basischem Fibroblastenwachstumsfaktor 2 
(bFGF-2) und 20 ng/ml epidermaler Wachstumsfaktor (EGF) zugesetzt 
(BIERNASKIE et al. 2006, TOMA et al. 2001). Das Medium ist somit serumfrei. Se-
rum ist ein gängiger Bestandteil von Medien, die in Fibroblastenkulturen eingesetzt 
werden. Den in Kokultur vorliegenden Fibroblasten wird daher eine wichtige Wachs-
tumsgrundlage vorenthalten und eine spontane mesodermale Differenzierung der 
SKPs inhibiert. Gleichzeitig wirken sich die Bestandteile des SKP-
Proliferationsmediums positiv auf die Kultivierung von Vorläuferzellen aus der derma-
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len Papille und der perifollikulären dermalen Wurzelscheide aus. B27-Supplement 
hat eine stimulierende Wirkung insbesondere für neurale Zellen und ihre Vorläufer 
(PRICE und BREWER 2001, ERNST et al. 2010).   
Die Wachstumsfaktoren bFGF-2 und EGF sind Teil der physiologischen Prozesse in 
der dermalen Papille und der äußeren Wurzelscheide und beeinflussen das Haar-
wachstum (MOORE et al. 1991, BOND et al. 1996). Auch in Kultur zeigten sie ein 
besonders hohes mitogenes Potential auf Zellen aus der dermalen Papille und den 
dermalen Anteilen der Wurzelscheide von ovinen Vibrissen. Außerdem wirkten FGF 
und EGF bei mesenchymalen Stammzellen aus humanen Haarfollikeln inhibierend 
auf eine spontane Differenzierung (PISANSARAKIT et al. 1991, ZHANG et al. 2013).  
Neben dem SKP-Proliferationsmedium wurde der Effekt einer Fibronektinbeschich-
tung der Zellkulturplatten auf das Wachstum der SKPs analysiert. Fibronektin ermög-
lichte dabei die Kultur von dermalen Vorläuferzellen in Monolayern, wodurch die 
Proliferationsrate der Zellen im Verhältnis zu in Sphären wachsenden SKPs gestei-
gert wurde. Ein direkter Vergleich zwischen mit Fibronektin beschichteten und unbe-
schichteten Platten unter Einsatz des gleichen Kulturmediums wurde hingegen nicht 
durchgeführt (ERNST et al. 2010). 
 
2.3.3 Immunzytologische Charakterisierung von SKPs 
2.3.3.1 Methoden der immunzytologischen Charakterisierung sphäroidaler Kul-
turen  
Skin-derived precursor cells liegen, wie aus dem Gehirn isolierte neurale Vorläufer-
zellen, in runden, in der Regel freischwimmenden oder leicht adhärierenden Zellag-
gregaten vor (DUITTOZ et al. 2001, TOMA et al. 2001). Die immunzytologische Un-
tersuchung ist auf Grund der Schichtdicke der Sphären und ihrer freiflotierenden 
Wachstumsweise mit einigen Schwierigkeiten verbunden. Daher wurden unter-
schiedliche Aufbereitungsmethoden der Sphären vor der eigentlichen immunzytolo-
gischen Färbung entwickelt, um eine Auswertung möglich zu machen. DUITTOZ et 
al. (2001) und ZHAO et al. (2010) fixierten und färbten Neurosphären bzw. SKPs di-
rekt in der Zellkulturschale. Dabei standen nur die am Boden anheftenden Sphären 
für die weitere Charakterisierung zur Verfügung. Auch TOMA et al. (2001) und 
VALENZUELA et al. (2008) haben die isolierten SKPs direkt in den Zellkulturschalen 
mit Paraformaldehyd fixiert, wobei jedoch zuvor die gebildeten Sphären aufgelöst 
wurden und die Zellen als einschichtige Zelllage adhäsiv kultiviert wurden. Bei TOMA 
et al. (2001) wurden die Sphären zusätzlich mittels Western Blot untersucht. 
FERNANDES et al. (2006) setzten wie auch LI et al. (2013) bei ihren Untersuchun-
gen der isolierten SKPs auf das Cytospinverfahren. Dabei wurden die Zellen mit ei-
ner Cytospin Cytofuge, einer modifizierten Zentrifuge, mit Hilfe der Schwerkraft auf 
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Objektträger geschleudert und dann im weiteren Verlauf der Färbung wie aufgezo-
gene Schnitte behandelt.   
Eine Alternative zu der Charakterisierung von Sphären im Ganzen stellt die Färbung 
von Sphärenanschnitten dar. PACEY et al. (2006) haben dazu ein Protokoll für die 
Färbung von Neurosphären veröffentlicht. In diesem werden intakte Aggregate mit 
Paraformaldehyd fixiert, mit 30%iger Saccharoselösung als Kryoprotektivum behan-
delt und schließlich mit Hilfe von Sakura Tissue-Tek O.C.T. compound kryofixiert und 
eingebettet. Zwischen den einzelnen Arbeitsschritten liegen mehrminütige Pausen, in 
denen den Zellkugeln Zeit zum Absinken gegeben wird, damit die einzelnen Lösun-
gen ohne die Sphären abgenommen werden können. Die kryofixierten Sphären kön-
nen mit Hilfe eines Kryotoms in gewünschter Schichtdicke geschnitten und auf Ob-
jektträger aufgezogen werden. In dieser Form können sie wie alle Kryogewebeschnit-
te mit konventionellen Färbeverfahren untersucht werden. Wie GINGRAS et al. 
(2007) gezeigt haben, ist der Einsatz von Kryoschnitten auch bei SKP-Sphären an-
wendbar. Nachdem die SKP-Sphären mit diesen verschiedenen Methoden aufberei-
tet wurden, konnte das immunzytologische Expressionsmuster der SKPs bestimmt 
werden.  
 
2.3.3.2 Expressionsmuster der SKPs 
Um die Vorläufereigenschaften, die embryonale Herkunft und die Lokalisation der 
isolierten Zellen in der Dermis zu ermitteln, wurde das Expressionsmuster der isolier-
ten Zellen in mehreren Studien analysiert. Für die immunzytologische Analyse wur-
den die Sphären als Ganzes und in Form von histologischen Schnitten untersucht. 
Außerdem konnte mit Hilfe von Durchflusszytometrie ein prozentualer Anteil an mar-
kierten Zellen ermittelt werden (BIERNASKIE et al. 2006, GINGRAS et al. 2007). 
Die SKPs exprimierten bei ihrer Erstbeschreibung durch TOMA et al. (2001) Fib-
ronektin, ein unter anderem von mesenchymalen Stammzellen (MSCs) produziertes 
Protein. Sie waren jedoch negativ für Vimentin und Zytokeratin. In späteren Studien, 
wie der von JINNO et al. (2010), waren die SKPs hingegen positiv für das Intermedi-
ärfilament Vimentin, das in mesenchymalen Zellen wie Fibroblasten aber auch im 
Rahmen der Neurogenese von Nervenzellen exprimiert wird (LEVIN et al. 2009, 
SHABBIR et al. 2014). In der Studie von BIERNASKIE et al. (2009) wie auch bei 
HILL et al. (2012) wurde von den in Sphären wachsenden Zellen auch nach mehre-
ren Passagen das Proteoglykan Versican exprimiert. Versican tritt sowohl im Stratum 
basale der Epidermis, als auch in der Dermis und im Bereich der Schweißdrüsen auf. 
Ihm wird eine wichtige Rolle bei der Zelladhäsion und der Zellproliferation zuge-
schrieben. So wird es in Kultur auch von proliferierenden Keratinozyten und Fib-
roblasten exprimiert (ZIMMERMANN et al. 1994). Das insbesondere für Myo-
fibroblasten typische alpha smooth muscle actin (αSMA) konnten BIERNASKIE et al. 
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(2009) detektieren. Die von HILL et al. (2012) aus bestehenden dermalen Fibroblas-
tenkulturen gewonnen SKPs zeigten jedoch eine Reduktion von αSMA in den Zellen 
nach Bildung der Sphären. Einheitlich beschrieben wird, dass die Zellen positiv für 
Nestin sind. Dabei handelt es sich um ein Intermediärfilament, das insbesondere in 
neuralen Vorläuferzellen vorkommt und von TIEDE et al. (2009) in der dermalen Pa-
pille und der bindegewebigen Wurzelscheide nachgewiesen wurde. KRAHL und 
SELLHEYER (2009) konnten Nestin-positive Zellen im humanen Haarfollikel in einer 
nur im Anagen markierten Zellschicht zwischen innerer und äußerer Wurzelscheide 
nachweisen. In vitro zeigten GINGRAS et al. (2007), dass es ab der dritten Passage 
zu einem deutlichen Anstieg an Nestin-positiven Zellen in SKP-Zellkulturen kam. In 
neonatalen, murinen Hautbiopsien wies der Transkriptionsfaktor SRY (sex determi-
ning region Y)-box 2 (Sox2) ein ähnliches Verteilungsmuster wie Nestin auf. Dieser 
Stammzellmarker des zentralen Nervensystems wurde gleichzeitig auch in SKPs von 
neugeborenen Mäusen gefunden (BIERNASKIE et al. 2009). JINNO et al. (2010) 
stellten trotz der nachgewiesenen unterschiedlichen embryonalen Herkunft kein ab-
weichendes Differenzierungspotential und Expressionsmuster von SKPs aus Stamm- 
oder Gesichtshautproben bei Mäusen fest. Zum Beispiel wiesen alle SKPs unabhän-
gig von ihrer Herkunft ein gleich hohes Expressionsniveau für das Gen p75NTR auf. 
Auch von WONG et al. (2006) wurde gezeigt, dass, im Gegensatz zu den Ergebnis-
sen der Studie von TOMA et al. (2001), aus der murinen Haut des Rumpfes gewon-
nene SKPs in der Lage sind, den bei Neuralleistenstammzellen auftretenden 
p75NTR auszubilden. Diese Zellen waren meist auch gleichzeitig positiv für den 
ebenfalls in Neuralleistenstammzellen vorkommenden Transkriptionsfaktor Sox10. 
Außerdem wird auch das unter anderem von embryonalen neuralen Stammzellen 
ausgebildete transmembrane Glykoprotein CD133 auf den dermalen Vorläuferzellen 
exprimiert (PFENNINGER et al. 2007). VALENZUELA et al. (2008) zeigten dies in 
einer RT-PCR-Untersuchung von caninen SKPs. Dieses auch als Prominin-1 be-
kannte Antigen ist im Gegensatz zu den übrigen für SKPs charakteristischen Protei-
nen membranassoziiert. BELICCHI et al. (2004) konnten so CD133-positive Zellen, 
die wie SKPs aus humanen Hautproben isoliert wurden, mittels auf Magnetismus 
beruhender Zellsortierung (MACS), herausfiltern ohne die Zellen davor lysieren zu 
müssen. Diese bildeten in Kultur Sphären aus und waren zur neuralen Differenzie-
rung fähig.  
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2.3.4 Immunzytologisches Expressionsmuster von neuralen Vorläuferzellen 
Neben den auch in SKPs nachgewiesenen Antigenen Nestin, Sox2 und CD133 wur-
den bei der Erforschung neuraler Vorläuferzellen weitere charakteristische Marker 
beschrieben.  
Doublecortin (DCX) ist ein im zentralen Nervensystem auftretendes Protein, das von 
neuronalen, migrierenden Vorläuferzellen im Rahmen der embryonalen Neurogene-
se exprimiert wird. Die Expression des mit dem Mikrotubulussystem assoziierten 
DCX wird im Laufe der neuronalen Differenzierung herunterreguliert. Im adulten Or-
ganismus verschiedener Spezies ist DCX in der subventrikulären Zone (SVZ), einem 
Gehirnareal distal der Wand des lateralen Ventrikels, und im Gyrus dentatus des 
Hippocampus zu finden. Beide Regionen sind Zentren der Neurogenese im adulten 
Gehirn. DCX ist jedoch nicht, wie zunächst vermutet wurde, auf neuronale Zellen be-
grenzt. So wurden im Neokortex GFAP-positive Astrozyten nachgewiesen, die eben-
falls DCX produzierten (FRANCIS et al. 1999, VERWER et al. 2007, TAKAMORI et 
al. 2013).  
Besonders im Wandbereich der lateralen Ventrikel wurde sowohl im embryonalen als 
auch im adulten Gehirn eine heterogene Gruppe von neuralen Vorläuferzellen ent-
deckt. Im Zuge der embryonalen Gehirnentwicklung kommt es zu einer Migration bei 
gleichzeitiger Differenzierung der Zellen ausgehend von der oberflächlichen Ventriku-
lärzone (VZ) über die SVZ hin zu den kortikalen Arealen. Die als radiale Glia be-
zeichneten Zellen liegen oberflächlich in der VZ und besitzen radial ausgerichtete 
Fortsätze. Entgegen ihrer Bezeichnung sind sie in der Lage sich sowohl in Neurone 
als auch in Gliazellen zu differenzieren. Sie exprimieren den Transkriptionsfaktor 
paired box 6 (Pax6). In der weiteren Entwicklung formieren sich aus einem Teil der 
Zellen die sogenannten intermediären Progenitorzellen. Es kommt zu einer Herunter-
regulierung von Pax6 bei gleichzeitigem Anstieg des Transkriptionsfaktorproteins T-
box, brain, 2 (Tbr2). Aus diesen Zellen können nur Neurone entstehen, wobei es bei 
der Bildung von postmitotischen Nervenzellen erneut zu einer Änderung des Expres-
sionsmusters kommt. Der Anteil an Tbr2-positiven Zellen sinkt und stattdessen wird 
der von reifen Neuronen gebildete Transkriptionsfaktor T-box, brain, 1 (Tbr1) expri-
miert. Während Tbr2-positive Zellen fast ausschließlich in embryonalem Gewebe zu 
finden sind, lassen sich Pax6-positive Vorläuferzellen auch postnatal im Bereich der 
Ventrikelwand nachweisen (ENGLUND et al. 2005, HACK et al. 2005, ARNOLD et al. 
2008). Die neuralen Vorläuferzellen in dieser Region zeichnen sich auch durch eine 
ausgeprägte polare Ausrichtung aus, was sich in der Konzentration des Anti-
Partitioning-defective 3 Protein (Par3) und des tight junction Proteins ZO-1 an den 
Endfüßen der radialen Glia an der lateralen Ventrikelmembran widerspiegelt. Im 
Rahmen der Zellteilung kann es zu einer ungleichmäßigen Verteilung von Par3 
kommen, was eine asymmetrische Zellteilung und die Bildung der intermediären 
Progenitorzellen zur Folge hat (COSTA et al. 2008, BULTJE et al. 2009). 
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2.4 Einsatz von Skin-derived precursor cells in der Therapie von 
neurodegenerativen Erkrankungen 
Insbesondere die einfache und effektive Differenzierung von SKPs in Schwannzellen 
machte sie interessant für Arbeitsgruppen, die sich mit der Therapie von Erkrankun-
gen wie Multiple Sklerose oder Rückenmarksverletzungen beschäftigen, deren Ursa-
che unter anderem eine Störung bzw. Verletzung der Myelinscheiden ist. Es wurde 
gezeigt, dass transplantierte, aus SKPs gewonnene Schwannzellen aber auch naive 
SKPs zu einer Myelinisierung von Axonen sowohl im peripheren als auch zentralen 
Nervensystem führen. Die myelinisierenden Schwannzellen fördern durch Bildung 
von Nervenleitschienen das Auswachsen geschädigter Neurone, wirken neuroprotek-
tiv und induzieren die körpereigenen Reparaturmechanismen (MCKENZIE et al. 
2006, BIERNASKIE und MILLER 2010).   
Die Differenzierung von dermalen Vorläuferzellen in reife Neurone erwies sich hinge-
gen als schwieriger, da sie zwar morphologisch und immunzytologisch in Kultur peri-
pheren Nerven glichen, aber nur ein immatures elektrophysiologisches Potential und 
somit keine funktionierende Erregungsleitung ausbildeten (FERNANDES et al. 2006). 
In einer Studie von KUBO et al. (2009) zur Wirksamkeit von SKPs und deren Deri-
vate bei der Parkinson-Krankheit gelang es jedoch die dermalen Vorläuferzellen in 
dopaminerge, Neuronen ähnliche Zellen zu differenzieren. SKPs aus Ratten wurden 
während der neuronalen Differenzierung einem modifizierten von Hippel-Lindau Pro-
tein (vHLP) ausgesetzt. Dem vHLP wird eine wichtige Rolle im Rahmen der Entwick-
lung von reifen Nervenzellen zugesagt. Nach einer Behandlung mit diesen vHLP-
SKPs zeigten Modellratten für die Parkinson-Krankheit eine signifikante Verbesse-
rung im Bewegungsmuster im Vergleich zu Ratten mit einer Scheinoperation bzw. 
der Transplantation von naiven SKPs. Aus den vHLP-SKPs hatten sich im Gehirn der 
behandelten Ratten neuronale, Dopamin produzierende Zellen gebildet (HIGASHIDA 
et al. 2010). Auf Grund des ähnlichen Potentials von SKPs und neuralen Vorläufer-
zellen ist auch der Einsatz bei weiteren neurodegenerativen Erkrankungen und der 
Schlaganfalltherapie denkbar (MINE et al. 2013). 
 
2.5 Das Schaf als Modelltier in der Schlaganfallforschung 
Jährlich erleiden rund 262.000 Menschen in Deutschland einen Schlaganfall. Mit 
steigendem Altersdurchschnitt der Bevölkerung wird die Zahl der Betroffenen in den 
nächsten Jahrzehnten sehr wahrscheinlich weiter steigen. Die Ursache des Schlag-
anfallsyndroms ist in den meisten Fällen ein primärer ischämischer Hirninfarkt, der 
auf einer Durchblutungsstörung in den zerebralen Arterien basiert. Die Folge sind 
kognitive und motorische Störungen in variabler Ausprägung bis hin zum Tod 
(RINGELSTEIN und NABAVI 2007, HEUSCHMANN et al. 2010). Eine Therapie von 
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Schlaganfallpatienten ist insbesondere bei Überschreiten eines kurzen Zeitfensters 
von wenigen Stunden nach dem Initialereignis nur eingeschränkt möglich. Daher 
werden neue Behandlungskonzepte intensiv an Tiermodellen erforscht. Das Schaf 
bietet dabei verschiedene Vorteile gegenüber anderen Tiermodellen und ermöglicht 
neue Forschungsansätze. Bei Nagetieren ist die Vergleichbarkeit zum Menschen 
etwa auf Grund des geringen Gehirnvolumens und der bereits an der lissenzephalen 
Oberfläche auffallenden stark abweichenden Gehirnarchitektur eingeschränkt. Bei 
Versuchen an höheren Säugetieren, wie etwa Katzen und Primaten, stellen die auf-
tretenden erheblichen motorischen Störungen und die zum Teil hohe Letalität die 
Forscher vor große Probleme (TAMURA et al. 1979, D'ARCEUIL et al. 2006). Im Ge-
gensatz dazu liegt beim Schaf wie beim Menschen ein gyrenzephales Gehirn vor, 
das in seiner topografischen Anatomie dem des Menschen ähnlich ist (SALOMON et 
al. 2008). Auf Grund des größeren Volumens des Schafgehirns ist außerdem ein 
operativer Zugang zur mittleren zerebralen Arterie (MZA) leicht möglich, wie er zur 
Induktion eines ischämischen Schlaganfalls nötig ist. Diese Versuche wurden in der 
Regel an Merinofleischschafen, einer hornlosen Rasse, durchgeführt, um den trans-
kraniellen Zugang zur MZA zu erleichtern. Die durch Elektrokoagulation einer unter-
schiedlichen Anzahl an Ästen der MZA ausgelöste Ischämie führt zu motorischen 
Störungen, die in Abhängigkeit vom geschädigten Gehirnareal unterschiedlich stark 
ausgeprägt sind. Auf Grund der 50%igen Kreuzung der pyramidalen Bahnen tritt im 
Gegensatz zu Versuchen an Primaten keine Hemiplegie auf (BREMER et al. 1975, 
SALOMON et al. 2008). Die Ausfälle waren so ausgeprägt, dass eine Klassifizierung 
der Schädigung nach einem Punktesystem möglich war, die Tiere aber trotzdem post 
operationem in der Herde integriert bleiben konnten. In dem etablierten ovinen zereb-
ralen Ischämiemodell wurden bereits erste Versuche zum Einsatz von autologen 
mesenchymalen Stammzellen und mononukleären Zellen aus dem Knochenmark 
durchgeführt. Das Schaf erweist sich somit als ein geeignetes Modelltier in der 
Schlaganfallforschung und zur Untersuchung von zelltherapeutischen Verfahren im 
Rahmen translationaler Studien (BOLTZE et al. 2008, BOLTZE et al. 2011, DREYER 
et al. 2012). 
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3 Tiere, Material, Methoden 
3.1 Tiere 
Insgesamt wurden für diese Arbeit 27 Schafe und 15 Lämmer von Wollschafrassen 
(vor allem Merinofleischschafe) postmortal beprobt. Es handelte sich dabei um Tiere, 
die entweder im Laufe der ersten beiden Lebenswochen verstarben, zur Lebensmit-
telgewinnung geschlachtet oder im Rahmen weiterer Projekte (TVV 26/09 und 33/12 
des Fraunhofer-Institutes für Zelltherapie und Immunologie bzw. TVV 86/10 des Ve-
terinär-Physiologischen Institutes der Universität Leipzig) getötet wurden. Die Isolati-
on erfolgte aus Hautproben, die postmortal von zehn Lämmern (ein Tag bis vier Mo-
nate alte Tiere) und 26 adulten Schafen (älter als ein Jahr) entnommen wurden. Des 
Weiteren wurden Gewebeproben aus dem Gehirn, der Haut und der Niere von Läm-
mern und adulten Schafen für die Etablierung von Antikörpern im Rahmen der im-
munzytologischen Charakterisierung entnommen.  
 
3.2 Material und Medien 
Die verwendeten Reagenzien, Verbrauchsmaterialien und Geräte finden sich unter 
Angabe des Herstellers und der Katalognummer im Anhang (vgl. Kapitel 9.1). 
3.2.1 Zusammensetzung von Medien der Primärisolation 
Tab. 3.1 Transportmedium 
Reagenzien Konzentration 
Penicillin /Streptomycin 100 U/ml 
Fungizone 2,5 µg/ml  
Hank’s Balanced Salt Solution 1X (HBSS) quantum satis 
 
Tab. 3.2 Waschmedium 
Reagenzien Konzentration 
DMEM, Low Glucose, GlutaMAX™, Py-
ruvate (DMEM) 3 Teile 
Ham's F-12 Nutrient Mix, GlutaMAX™ (F12) 1 Teile 
Penicillin /Streptomycin 100 U/ml 
Fungizone 2,5 µg/ml 
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Tab. 3.3 SKP-Proliferationsmedium nach BIERNASKIE et al. (2006) 
Reagenzien Konzentration 
DMEM 3 Teile 
F12 1 Teil 
EGF 20 ng/ml 
bFGF-2 40 ng/ml 
Penicillin /Streptomycin 100 U/ml 
Fungizone 2,5 µg/ml 
B-27® Serum-Free Supplement (50X) 2 % 
 
3.2.2 Verwendete Antikörper und Puffer der Immunzytologie 
Tab. 3.4 Verwendete Antikörper  
Antikörper Klon Hersteller Katalog- 
nummer 
Maus anti-Nestin 
(NESa) Rat clone 401 Merck KGaA, Darmstadt MAB353 
Maus anti-Nestin 
(NESb) 
Rat clone 
402-604 
Becton Dickinson, Franklin 
Lakes, NJ, USA 611658 
Kaninchen anti-Nestin 
(NESc) polyklonal 
Abcam plc, Cambridge, 
UK ab27952 
Kaninchen anti-SOX2 
XP (Sox2a) D6D9 
Cell Signaling Technology 
Inc., Danvers, MA, USA 3579 
Kaninchen anti-SOX2 
(Sox2b) polyklonal 
Abcam plc, Cambridge, 
UK ab97959 
Kaninchen anti-
Partitioning-defective 3 
(Par3) 
polyklonal Merck KGaA, Darmstadt 07-330 
Kaninchen Anti-Pax6 polyklonal Covance GmbH, München PRB-278P 
Kaninchen anti-Tbr1 polyklonal Abcam plc, Cambridge, UK Ab31940 
Kaninchen anti-Tbr2 polyklonal Abcam plc, Cambridge, UK Ab23345 
Kaninchen anti-GFAP polyklonal Dako GmbH, Jena Z 0334 
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Antikörper Klon Hersteller Katalog- 
nummer 
Maus anti-S100β 19/S100B Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA 612376 
Maus anti-
Neurofilament 200 
(NF200) 
N52 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München N0152 
Kaninchen anti-
Doublecortin (DCX) polyklonal 
Abcam plc, Cambridge, 
UK ab18723 
Maus anti-p75 NGF 
Rezeptor (P75NTRa) ME20.4 
Abcam plc, Cambridge, 
UK ab8877 
Kaninchen anti-
p75NTR XP® 
(P75NTRb) 
D4B3 Cell Signaling Technology Inc., Danvers, MA, USA 8238P 
Maus anti-Vimentin 
(VIM) V9 
Sigma-Aldrich Chemie 
GmbH, München C9080 
Maus anti-Actin, alpha 
smooth muscle (αS-
MA) 
1A4 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München A5228 
Maus anti-Keratin, 
HMW Ab-3 (KER) 34ßE12 dianova GmbH, Hamburg DLN-07797 
Maus anti-
Panzytokeratin (PZK) C-11 
Sigma-Aldrich Chemie 
GmbH, München C2931 
Kaninchen anti-
Versican (VER) polyklonal BIOZOL GmbH, Eching bs-2533R 
Kaninchen anti-CD133 
(CD133a) polyklonal 
antibodies-online GmbH, 
Aachen ABIN871089 
Maus anti-CD133 
(CD133b) 80B258 
Biotechnology Center der 
TU Dresden o.A. 
Maus anti-Ki67 KI-67P dianova GmbH, Hamburg DIA-670-P05 
Ziege anti-Maus IgG 
(H+L)-Cy3 polyklonal 
Jackson ImmunoResearch 
Europe Ltd., Suffolk, UK 115-165-003 
Ziege anti-Kaninchen 
IgG (H+L)-Alexa Fluor 
488 
polyklonal Jackson ImmunoResearch Europe Ltd., Suffolk, UK 111-545-003 
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Tab. 3.5 Zitratpuffer (pH 6,0) 
Reagenzien Konzentration 
tri-Natriumcitrat-Dihydrat 1,47 g 
Zitronensäure 1,89 g 
Aqua dest. 140 ml 
Natronlauge 1N pH 6,0 einstellen 
 
3.3 Etablierung eines Isolationsprotokolls für sphäroidal wachsen-
de SKP-ähnliche Zellen aus der ovinen Dermis 
Die Etablierung eines Isolationsprotokolls für Zellen aus der Schafshaut, die wie 
SKPs in sphärenartigen, im Weiteren als Sphäroide bezeichneten Zellaggregaten 
wachsen, erfolgte in vier Schritten an insgesamt 36 Schafen. Nach Vorversuchen an 
elf adulten Tieren wurden im Zuge der Hauptstudie in drei Versuchsreihen (Ver-
suchsreihe „Adult“, „Juvenil“ und „Validierung“) ausgewählte mechanische und en-
zymatische Verfahren getestet und verglichen. 
 
3.3.1 Vorversuche 
In den Vorversuchen wurden bei elf adulten Schafen Hautproben aus verschiedenen 
Körperregionen entnommen. Im Gesichtsbereich wurde Gewebe aus der Regio fron-
talis, temporalis und nasooralis und im Bereich des Vlieses aus der Regio dorsalis 
auf Höhe der Schulterblätter entnommen (vgl. Abb. 3.1). Dabei wurde die Eignung 
der Lokalisationen unter praktischen Aspekten wie Verfügbarkeit und technischer 
Durchführbarkeit der Probenentnahme geprüft.   
Abb. 3.1 Lokalisationen der Proben-
entnahme  
Es wurden Proben aus der Regio 
nasofrontalis (schwarzer Pfeil), tempora-
lis (kariert), nasooralis (weiß) und der 
Regio dorsalis (grau) entnommen. 
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Die Hautareale wurden direkt vor der Exzision geschoren, rasiert und mit 70%igem 
Ethanol desinfiziert. Die entnommenen Gewebestücke wurden in 4°C kaltem Trans-
portmedium ins Labor verbracht und unter dem Operationsmikroskop (J.K. Hoppl 
Corporation) mechanisch aufbereitet. Die Proben umfassten wie in allen weiteren 
Versuchsreihen Epidermis, Dermis, Teile der Subkutis und die Hautmuskulatur. Das 
Gewebe wurde bis zur Verarbeitung im Transportmedium (vgl. Tab. 3.1) bei 4°C ge-
lagert. Die nachfolgende mechanische Probenaufbereitung erfolgte wie bei 
BIERNASKIE et al. (2006) und FERNANDES und MILLER (2009) beschrieben. Sub-
kutane Anteile wie Fett, Muskel und Gefäße wurden mit Hilfe eines Skalpells, gebo-
gener Präparierscheren, einer Dentalpinzette und einer chirurgischen Pinzette ent-
fernt.   
Zur Austestung verschiedener enzymatischer Protokolle für die Isolation von SKPs 
wurde das Gewebe in 2 bis 5 mm² große Stücke zerkleinert. Die Grundlage der ver-
wendeten enzymatischen Protokolle lieferten Versuche von RENDL et al. (2005), 
BIERNASKIE et al. (2006), FERNANDES und MILLER (2009) und ERNST et al. 
(2010). Es kamen Trypsin (Merck KGaA) bzw. Trypsin-EDTA, Dispase (beides Life-
Technologies GmbH) und Collagenase XI (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) sowohl 
allein als auch in Kombination zum Einsatz.   
Der Verdau wurde mit Waschmedium (vgl. Tab. 3.2) gestoppt, die Suspension mit 
220 x g fünf Minuten zentrifugiert (Heraeus Multifuge 3S-R Plus; Fisher Scientific 
GmbH) und der enzymhaltige Überstand abgenommen. In mehreren Schritten wurde 
das gewonnene Pellet im Waschmedium trituiert und die so erhaltene Zellsuspension 
mit einem 40 µm- und 70 µm-Zellsieb (BD Falcon Cell Strainer; BD Biosciences) ge-
filtert. Nachdem das Filtrat erneut zentrifugiert wurde (220 x g, 5 Minuten), wurde das 
Zellpellet in ausreichend SKP-Proliferationsmedium gelöst und auf Zellkulturplatten 
(Zellkulturtestplatten; Techno Plastic Products AG) ausgesät. Die Zellen wurden im 
Inkubator (CO2-Brutschrank INC 153; Memmert GmbH & Co. KG) bei 37°C, 5% CO2 
und 95%iger Luftfeuchte kultiviert. Das Wachstum der Zellen wurde zweimal pro Wo-
che im Rahmen des Medienwechsels mit Hilfe des inversen Phasenkontrastmikro-
skops Nikon Eclipse TE 2000-S kontrolliert.   
  
Histologische Untersuchung: 
Es wurden Hautproben aller Regionen mit 4%igem Paraformaldehyd fixiert und in 
Paraffin eingebettet. Anschließend wurden diese mit dem Mikrotom (Leica RM 2255; 
Leica Mikrosystems GmbH) geschnitten und auf Objektträger (ELKA 2406/1; Glaswa-
renfabrik Karl Hecht GmbH & Co KG) aufgezogen. Diese wurden nach dem Entpa-
raffinieren einer Hämatoxylin-Eosin-Färbung unterzogen (vgl. Anhang 9.2). Dazu 
wurden die Schnitte für zehn Minuten in die Hämatoxylinlösung nach Gill II (Dr. K. 
Hollborn & Söhne) verbracht und anschließend in Leitungswasser gebläut. Es folgte 
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die Färbung mit Eosin über fünf Minuten. Dafür wurde eine 1%ige Eosinlösung (Dr. 
K. Hollborn & Söhne) mit 0,15% Eisessig (Essigsäure 100%; Carl Roth 
GmbH+Co.KG) versetzt. Die Eosinfärbung wurde mit destilliertem Wasser beendet. 
Nach einer Reihe aus 96% Ethanol (BrüggemannAlcohol Wittenberg GmbH), 2-
Propanol, und Roti®-Histol (beides Carl Roth GmbH+Co.KG) wurden die Schnitte 
schließlich unter Verwendung von Roti®-Histokitt (Carl Roth GmbH + Co. KG) einge-
deckt. Die Betrachtung der Schnitte und das Erstellen der Fotos erfolgte mit dem in-
versen Phasenkontrastmikroskop Nikon Eclipse TE 2000-S und der NIS-Elements 
AR 3.2 Software (Nikon Instruments Europe B.V.).  
 
3.3.2 Versuchsreihe „Adult“ 
Im Rahmen der Versuchsreihe „Adult“ wurden bei sieben adulten Tieren Hautproben 
aus der Regio nasofrontalis entnommen. Für eine weitere Optimierung des Isolati-
onsprotokolls wurden in verschiedenen Stufen der Isolation Modifikationen vorge-
nommen.  
Bei drei Tieren wurde ein Teil der Regio nasofrontalis zusätzlich eine Woche vor der 
Probenentnahme rasiert. Dadurch sollte das Haarwachstum induziert und synchroni-
siert werden, damit die Haarfollikel am Tag der Entnahme im anagenen Stadium vor-
liegen, in dem die Anzahl der Vorläuferzellen in der Haut besonders hoch ist 
(YAMAMOTO und YAMAUCHI 1999, FERNANDES et al. 2004). Die Exzision und 
mechanische Aufbereitung wurde ansonsten wie in Kapitel 3.3.1 beschrieben vorge-
nommen. Die Proben wurden anschließend in 0,3 bis 0,5 cm² große Streifen zerteilt.  
Die enzymatische Aufbereitung erfolgte basierend auf den Ergebnissen der Vorver-
suche bei sechs Tieren in einem zweistufigen Protokoll nach RENDL et al. (2005). 
Dazu wurden die Hautstücke zunächst mit Dispase für maximal zwei Stunden bei 
37°C inkubiert, um die somit gelockerten Epidermisanteile abzulösen und das Sekret 
der Talgdrüsen abzunehmen. Dadurch sollte eine Verunreinigung der Kulturen mit 
Keratinozyten und Drüsensekret verhindert werden. Die Enzymkonzentration wurde 
von 180 U/ml bei den ersten drei Tieren über 36 U/ml auf 18 U/ml bei zwei Tieren 
reduziert, um zu untersuchen, ob so ein möglicher zytotoxischer Effekt der Dispase-
lösung zu minimieren ist und die Anzahl vitaler isolierter Zellen steigt. Die Streifen 
wurden anschließend in 2 mm² große Stücke zerkleinert und bis zu 135 Minuten bei 
37°C in Collagenase XI (1 mg/ml) gegeben. Bei den letzten beiden Tieren musste auf 
Grund von langfristigen Lieferschwierigkeiten auf die ähnlich wirkende Collagena-
se 1A (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) ausgewichen werden.  
Bei drei Tieren wurde zusätzlich der Einsatz einer Kombinationslösung aus Dispase 
(0,9 U/ml) und Collagenase XI bzw. 1A (0,5-1 mg/ml) über 35 bis 45 Minuten erprobt, 
die nach einer intensivierten mechanischen Ablösung der Epidermis mit Skalpell und 
Präparierschere zur Anwendung kam. Dieses Protokoll orientierte sich an einem Iso-
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lationsprotokoll für Sphären bildende neurale Vorläuferzellen aus dem humanen 
Darm (HETZ 2013). Die Einwirkzeit wurde je nach Auflösungsverhalten der Gewebe-
stücke angepasst. Die Inkubation erfolgte bei 37°C unter kontinuierlichem Schwen-
ken entweder in mehreren 1,5 ml-Mikroreaktionsgefäßen im Schüttler (Thermomixer 
comfort; Eppendorf AG) oder in Zentrifugenröhrchen in einem Hybridisierungsofen 
(HB-1000 Hybridizer Hybridization Oven; Ultra-Violet Products Ltd.). Dadurch wurden 
die Proben fortwährend einer gleichmäßig durchmischten Enzymlösung ausgesetzt. 
Im Anschluss wurde die enzymatische Reaktion mit Waschmedium gestoppt und die 
erhaltene Gewebe-Zell-Suspension bei 220 x g fünf Minuten zentrifugiert.   
Die Enzymlösung wurde verworfen, das Gewebepellet in Waschmedium gelöst und 
mit einer serologischen 10ml-Pipette und einer 1000 µl-Pipettenspitze trituiert. Die 
entstandene Zellsuspension wurde abgenommen und durch ein 40 µm-Zellsieb fil-
triert. Die Trituation des gelösten Gewebepellets wurde dreimal wiederholt. Die ge-
wonnene Zellsuspension wurde anschließend erneut zentrifugiert (220 x g, fünf Minu-
ten) und der Überstand verworfen.   
Das Zellpellet konnte anschließend in SKP-Proliferationsmedium gelöst und in der 
gewünschten Zelldichte auf Zellkulturplatten ausplattiert werden. Bei einem Teil der 
Proben, worunter sich auch mit Dispase und Kollagenase behandelte Proben befan-
den, wurde eine Fibronektinbeschichtung der Platten vorgenommen. Die Kultivierung 
erfolgte standardisiert bei 37°C, 5% CO2 und 95% relativer Luftfeuchtigkeit im Brut-
schrank. Frisches Proliferationsmedium wurde zweimal pro Woche hinzugegeben. 
Eine Passage erfolgte im Abstand von zehn bis 14 Tagen je nach Zelldichte. Die Zel-
len wurden bis zu 13 Wochen kultiviert. 
 
3.3.3 Versuchsreihe „Juvenil“ 
Parallel wurde eine Versuchsreihe mit Hautproben neonater Tiere und von Jungtie-
ren durchgeführt. In deren Rahmen wurden von zehn Tieren im Alter von einem Tag 
bis zum vierten Lebensmonat Hautgewebe aus der Regio frontalis entnommen. Die 
Entnahme und mechanische Aufbereitung der Proben erfolgte wie in Kapitel 3.3.1 
beschrieben. Die Probenexzision wurde innerhalb von zwölf Stunden post mortem 
vorgenommen. Die Einwirkzeit der Dispaselösung (180 U/ml) lag bei zwei bis vier 
Stunden. Anschließend wurden bei sieben Tieren die zerkleinerten Hautstücke bis zu 
zwei Stunden bei 37°C mit Collagenase XI (1 mg/ml) inkubiert. Bei drei Tieren wurde 
vergleichend der Gewebeverdau mit Collagenase XI über Nacht bei 4°C vorgenom-
men. Beide Ansätze wurden bei regelmäßigem Schwenken durchgeführt. Proben 
von zwei neugeborenen Lämmern wurden außerdem, wie nachfolgend in Kapitel 
3.3.4.1 in der Versuchsreihe „Validierung“ beschrieben, bearbeitet. Dabei wurde ein 
enzymatisch orientiertes Isolationsprotokoll, bestehend aus einem Trypsinverdau und 
einem anschließenden Kollagenaseverdau, mit einem mechanisch orientierten Pro-
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tokoll verglichen, bei dem die Enzymeinwirkung durch einen kombinierten Dispase-
Kollagenase-Einsatz verkürzt wurde. Anschließend an die Enzyminkubation erfolgte 
die weitere Isolation und Kultivierung wie in Kapitel 3.3.2 beschrieben. Die Zellen 
wurden bis zu 12 Wochen in Kultur behalten und im Abstand von drei Tagen auf ihre 
Sphäroidbildung kontrolliert. 
 
3.3.4 Versuchsreihe „Validierung“ 
3.3.4.1 Vergleichende Untersuchung zweier Isolationsprotokolle 
Im Rahmen der Validierung wurden zwei Isolationsprotokolle unter standardisierten 
Bedingungen durchgeführt und statistisch ausgewertet. Es wurden bei sechs einjäh-
rigen Merinofleischschafen Proben aus der Regio nasofrontalis unmittelbar postmor-
tal entnommen. Das entsprechende Hautareal wurde eine Woche vor der Exzision 
rasiert. Eine enzymatisch orientierte Isolationsmethode (EOI) modifiziert nach 
FERNANDES und MILLER (2009) wurde einer mechanisch orientierten Isolationsme-
thode (MOI) modifiziert nach HETZ (2013) vergleichend gegenübergestellt.   
Die initiale mechanische Aufbereitung erfolgte zunächst in beiden Versuchsanord-
nungen wie zuvor beschrieben (vgl. Kapitel 3.3.1). Vor der weiteren Bearbeitung 
wurde das Probenvolumen und -gewicht mit Hilfe eines Lineals und einer Feinwaage 
bestimmt. Bei der EOI wurde das in 5 bis 10 mm² geschnittene Gewebe mit der Epi-
dermis zum Boden einer Petrischale gewandt mit 0,1%igem Trypsin über Nacht in-
kubiert. Daraufhin ließ sich die Epidermis unter dem Operationsmikroskop leicht ab-
lösen (vgl. Abb. 3.2 A). Die Gewebestücke wurden auf 1 bis 2 mm² zerkleinert und 
anschließend mit Collagenase 1A (1 mg/ml) für 90 Minuten bei 37°C in einer sterilen 
60 mm-Glaspetrischale im Hybridisierungsofen unter kontinuierlichem Schwenken 
behandelt. Bei der MOI wurde die mechanische Probenaufbereitung intensiviert und 
die enzymatische Behandlung reduziert. Die Epidermis wurde soweit wie möglich 
mechanisch abgetragen (vgl. Abb. 3.2 B) und das Gewebe danach in 2 mm² große 
Stücke zerteilt. Diese wurden mit einer Kombinationslösung aus Dispase (0,9 U/ml) 
und Collagenase 1A (0,5 mg/ml) 60 Minuten bei 37°C im Hybridisierungsofen in einer 
sterilen Glaspetrischale enzymatisch verdaut.   
Die weitere Aufbereitung der gewonnenen Gewebe-Zell-Suspension erfolgte bei bei-
den Isolationsverfahren ähnlich. Einziges Unterscheidungskriterium war das Anrei-
chern des Waschmediums mit 10% fetalem Kälberserum (Fetal Bovine Serum 
"GOLD"; PAA Laboratories GmbH) bei der EOI auf Grund des Einsatzes von Trypsin. 
Mit dem jeweiligen Waschmedium wurde zunächst die Enzymreaktion abgestoppt. 
Dazu wurde das Probenmaterial in ein 50 ml-Zentrifugenröhrchen überführt, mit 
10 ml Waschmedium versetzt, geschwenkt und für eine Minute bei 50 x g zentrifu-
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giert. Dieser Vorgang wurde insgesamt dreimal wiederholt, um die Suspension vom 
Enzym zu befreien.  
 
Abb. 3.2 Entfernung der Epidermis im Rahmen der beiden Isolationsverfahren 
A) Bei der EOI konnte die Epidermis nach Inkubation mit Trypsin mit der Pinzette 
abgelöst werden. B) Bei der MOI wurde die Epidermis mit Hilfe des Skalpells abge-
tragen (Zeichnung: D. Brause, 2013, Veterinär-Anatomisches Institut, Universität 
Leipzig).  
 
Im Anschluss wurde das gewonnene Gewebe-Zell-Pellet mit einer serologischen 
10 ml-Pipette und einer 1000 µm-Pipettenspitze trituiert. Die mechanische Zerrei-
bung des Gewebes wurde viermal in insgesamt 20 ml Waschmedium wiederholt. Die 
so gewonnene Zellsuspension wurde filtriert und bei 220 x g für fünf Minuten zentri-
fugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet in SKP-
Proliferationsmedium gelöst. Mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer (Neubauer; Fein-
Optik Bad Blankenburg) wurden die Zellkonzentration pro Milliliter und die Gesamt-
zellzahl ermittelt. Eine Übersicht zu beiden Isolationsmethoden ist im Kapitel 9.2.4 
des Anhangs aufgeführt.  
 
Histologische Untersuchung: 
Die Wirkung der einzelnen Aufbereitungsschritte der EOI und MOI auf das behandel-
te Gewebe wurde histologisch untersucht. Dazu wurden Gewebeproben nach den 
einzelnen Arbeitsschritten mit 4%igem Paraformaldehyd fixiert und in Paraffin einge-
bettet. Die am Mikrotom erstellten und auf Objektträger aufgezogenen Schnitte wur-
den HE-gefärbt (vgl. Kapitel 3.3.1. und Anhang 9.2). Die Auswertung erfolgte mit 
dem inversen Phasenkontrastmikroskop Nikon Eclipse TE 2000-S und der NIS-
Elements AR 3.2 Software. 
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3.3.4.2 Anfängliche Zellproliferation und Überlebenszeit der isolierten Zellen 
Für die Beschichtung wurden am Tag vor der Isolierung 6-Well-Zellkulturplatten mit 
einer Fibronektinlösung (10 mg/ml Fibronectin Solution; PromoCell GmbH) über-
schichtet. Nach 60 Minuten bei Raumtemperatur unter der Sicherheitswerkbank wur-
de die Suspension abgenommen und die Kulturschalen wurden über Nacht getrock-
net. Vor Verwendung wurden die Platten mit PBS gespült.  
Die mit den beschriebenen Isolationsmethoden (vgl. Kapitel 3.3.4.1) gewonnenen 
Zellen wurden wie bei Ernst et al. (2010) initial sowohl auf fibronektinbeschichteten 
(mF) als auch auf unbeschichteten Platten (oF) mit gleicher Zelldichte (27.000 bis 
60.000 Zellen pro cm²) angezüchtet. Zweimal pro Woche wurde die Hälfte des Medi-
ums abgenommen und durch frisches SKP-Proliferationsmedium ersetzt. Dazu wur-
den die Platten auf eine speziell angefertigte Halterung für Zellkulturplatten wenige 
Minuten schräg gelagert. Den gebildeten Aggregaten wurde dadurch ein Absinken 
ermöglicht (vgl. Abb. 3.3). Daraufhin wurde oberflächlich das verbrauchte Medium mit 
einer 1000 µl-Pipette abgenommen und durch frisches ersetzt. 
 
Abb. 3.3 Zellkulturplattenhalterung für den Medienwechsel von sphäroidalen 
Kulturen  
Die spezielle Halterung ermöglicht das Abnehmen von verbrauchtem Zellkulturmedi-
um ohne Zellen aus dem Überstand zu entfernen.   
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Die sphäroidal wachsenden Zellen wurden in regelmäßigen Abständen passagiert. 
Die erste Passage erfolgte mit Erreichen von 70% Konfluenz bzw. spätestens nach 
zwei Wochen. Bei einer anfänglichen Fibronektinbeschichtung wurde der Überstand 
verworfen und ausschließlich die am Plattenboden anhaftenden Zellen passagiert. 
Bei allen Passagen fibronektinfrei kultivierter Zellen ging der Überstand mit enthalte-
nen frei flotierenden Zellaggregaten in die Passage mit ein. Des Weiteren wurde ver-
sucht durch eine kurze Inkubation (ca. drei Minuten bei 37°C) mit TrypLE Select 
(LifeTechnologies GmbH) die schwach adhärenten Sphäroide vom Boden zu lösen, 
jedoch nicht kokultivierte, adhärent wachsende Zellen, wie etwa Fibroblasten und 
Keratinozyten. Anschließend wurden die Kulturschalen mit DMEM (Dulbecco's Modi-
fied Eagle Medium, Low Glucose, GlutaMAX™, Pyruvate; LifeTechnologies GmbH) 
gespült und die abgenommene Enzym-DMEM-Zellsuspension mit einer 1000 µl-
Pipettenspitze trituiert, um die Zellaggregate aufzulösen. Die enzymatische Reaktion 
wurde durch weitere Verdünnung mit DMEM gestoppt und nach Zentrifugation bei 
220 x g für fünf Minuten der Überstand verworfen. Das Zellpellet wurde zunächst in 
1 ml SKP-Proliferationsmedium gelöst und die Zellzahl mittels Neubauer-
Zählkammer bestimmt. Die passagierten Zellen wurden mit einer Dichte von 20.000 
bis 25.000 Zellen pro cm² auf neuen unbeschichteten Zellkulturschalen ausplattiert. 
Die Überlebenszeit der Zellen wurde in Tagen festgehalten. Der Versuch galt dann 
für die Zellen einer Methoden-Beschichtungskombination als beendet, wenn nur 
noch Zelldetritus vorhanden war bzw. die Zellzahl auf Grund fehlender Zellteilung für 
eine weitere Kultivierung zu gering war. Als absoluter Endpunkt wurde Tag 63 nach 
der Isolation gewählt.  
 
3.4 Charakterisierung der gebildeten Sphäroide  
3.4.1 Morphologische Charakterisierung 
Die morphologische Charakterisierung erfolgte an isolierter Zellen, die mit der EOI 
aus der Haut der sechs Tiere der Versuchsreihe „Validierung“ (vgl. Kapitel 3.3.4.1) 
und zweier weiterer einjähriger Merinofleischschafe gewonnen wurden. Sie bildeten 
unter dem Einfluss des SKP-Proliferationsmediums Sphäroide aus. Deren Bildung 
wurde kontinuierlich mit Hilfe des inversen Phasenkontrastmikroskops Nikon Eclipse 
TE 2000-S überprüft. Ihre Größe und Anzahl wurde im Rahmen der Validierung nach 
sechs und neun Wochen bestimmt, wobei die initiale Fibronektinbeschichtung be-
rücksichtigt wurde.   
Für die Erhebung der Daten wurden die Zellen in 24-Well Zellkulturplatten bei einer 
Dichte von 25.000 Zellen pro cm² ausgesät. Die Anzahl der Sphäroide pro cm² Zell-
kulturplattenfläche wurde mit Hilfe des Nikon Eclipse TE 2000-S und der NIS-
Elements AR 3.2 Software im Livebild ermittelt. Es wurden jeweils drei nicht benach-
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barte Kulturschalen im 20er Objektiv mäanderförmig durchsucht und dabei alle 
Sphäroide gezählt. Aus den ermittelten Werten wurde die Anzahl der Sphäroide pro 
Quadratzentimeter Kulturschalenfläche berechnet. Eine 24-Well Zellkulturplattenver-
tiefung hatte eine Kulturfläche von 1,862 cm².   
Weiterhin wurden, entsprechend der Länge und Breite eines Rotationsellipsoids, der 
maximale Durchmesser (Max 1) der Aggregate und der größte dazu im Lot liegende 
Durchmesser (Max 2) gemessen. Für eine zufällige Auswahl und um artifizielle 
sphäroidähnliche Aggregate am Kulturschalenrand nicht in die statistische Auswer-
tung miteinzubeziehen, wurden ausschließlich die Zellanlagerungen vermessen, die 
sich zum einen nicht randständig befanden und zum anderen genau im Zentrum des 
Livebildes zu liegen kamen. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit den 
Programmen Microsoft Excel 2010 und Sigma Plot 11.0.  
 
3.4.2 Immunzytologische Charakterisierung 
3.4.2.1 Erstellung von Positivkontrollen 
Die Positivkontrollen wurden an Kryoschnitten des ovinen Gehirns, der Haut und der 
Niere durchgeführt. Dabei wurde die Kryofixierung in Abhängigkeit von der Gewe-
bestruktur leicht variiert. Für die Austestung von Antikörpern, die charakteristisch für 
neurale Vorläuferzellen (Nestin, Sox2, Par3, Pax6, Tbr1, Tbr2, P75NTR) und mature 
neurale Zellen (GFAP, S100β, DCX, NF200) sind, wurde Gehirnmaterial eines am 
ersten Lebenstag verstorbenen Lammes verwendet. Nachdem die Schädelkalotte mit 
einer oszillierenden Säge eröffnet worden war, wurde das Gehirn mittels einer feinen 
Präparierschere entnommen und in PBS (Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline, no 
calcium, no magnesium; LifeTechnologies GmbH) überführt. Unmittelbar im An-
schluss wurden sowohl aus kortikalen als auch aus subventrikulären Arealen Gewe-
beproben auf Höhe des Sulcus cruciatus entnommen. Diese wurden in O.C.T. 
(O.C.T. compound, mounting media for cryotomy; VWR) gegeben und in flüssigem 
Stickstoff kryofixiert.   
Für die Etablierung von Markern mesodermaler und epidermaler Zellen (Vimentin, 
αSMA, Keratin, Panzytokeratin und Versican) wurden bei adulten Tieren Hautproben 
aus der Regio frontalis genommen. Die Hautstücke wurden zunächst in 30%ige Sac-
charoselösung (D(+)-Saccharose; Carl Roth GmbH+Co.KG) gegeben. Nach Absin-
ken der Probe wurde das Gewebe in ein Cryomold Förmchen (Cryomold Tissue-Tek, 
Standard; Sakura Finetek Europe B.V.) gegeben und mit O.C.T. überschichtet. Die 
Kryofixierung erfolgte für fünf Sekunden in -80°C kaltem Methylbutan (Carl Roth 
GmbH+Co.KG) und auf Trockeneis. Der für proliferierende Zellen spezifische Anti-
körper Ki67 wurde sowohl auf Haut- als auch auf Gehirnschnitten getestet.   
Weiterhin wurde als Positivkontrolle für den Oberflächenantikörper CD133 Nieren-
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gewebe kryofixiert. Dazu wurde die Niere eines adulten Schafes entnommen und auf 
Höhe des Nierenhilus halbiert. Davon ausgehend wurden fünf Millimeter dicke 
Sagittalschnitte angefertigt, die Rinde, Mark und Papille umfassten. Diese wurden in 
eine 4%ige Paraformaldehydlösung (Carl Roth GmbH+Co.KG) für 48 Stunden bei 
4°C gegeben. Die weitere Fixierung wurde analog zu den Hautproben durchgeführt.  
Die Lagerung aller Proben erfolgte bei -80°C. Für die Erstellung von immunhistologi-
schen Positivkontrollen wurden mittels Kryotom 4 µm dicke Gewebeschnitte angefer-
tigt und auf SuperFrost® Plus (VWR International GmbH) Objektträger aufgezogen. 
Auf diesen wurden entweder direkt die unter Tab. 3.4 aufgeführten Antikörper getes-
tet oder sie wurden bei -20°C gelagert.   
 
Immunhistologische Untersuchung: 
Für die immunhistologische Markierung wurden die Schnitte zunächst 10 Minuten bei 
Raumtemperatur getrocknet und zur Entfernung des O.C.T mit PBS gespült. An-
schließend wurden sie, mit Ausnahme der bereits fixierten Nierenschnitte, mit 4% 
PFA für 10 Minuten fixiert und im Anschluss gründlich mit PBS gespült. Die Epitope 
wurden durch eine Hitzedemaskierung bei 80°C in Zitratpuffer (vgl. Tab. 3.5) über 60 
Minuten freigelegt. Nachdem die Schnitte wieder abgekühlt waren und mit PBS wie-
derholt gespült wurden, wurden die Zellen der Gewebe mit 0,3%iger TritonX-100 Lö-
sung (Triton® X-100 in PBS gelöst; Appli Chem GmbH) eine halbe Stunde permeabi-
lisiert. Dieser Schritt entfiel bei einer anschließenden Markierung der Oberflächen-
marker P75-Neurotrophinrezeptor und CD133. Bevor schließlich der jeweilige Pri-
märantikörper aufgetragen wurde, erfolgte das 20-minütige Blockieren der endoge-
nen Bindungsstellen mit 5%igem Ziegennormalserum (Goat Serum in PBS gelöst; 
PAA Laboratories GmbH). Die Inkubation mit den Primärantikörpern (vgl. Tab. 3.4) in 
verschiedenen Verdünnungen wurde über Nacht bei 4°C durchgeführt. Als Negativ-
kontrolle wurden von jedem Gewebe Schnitte an Stelle des Primärantikörpers mit 
5%igem Ziegennormalserum über Nacht inkubiert.   
Am nächsten Tag wurden die überschüssigen Antikörper mit PBS mehrmals abge-
spült und im Anschluss die Sekundärantikörper (Ziege anti-Kaninchen IgG (H+L)-
Alexa Fluor 488 und Ziege anti-Maus IgG (H+L)-Cy3; Jackson ImmunoResearch Eu-
rope Ltd.; 1:500 verdünnt) auf die Objektträger pipettiert. Die Kernfärbung erfolgte 
parallel dazu mit Hoechst (bisBenzimide H 33342 trihydrochloride; Sigma-Aldrich 
Chemie GmbH; 1:1000 verdünnt). Nach 30 Minuten Inkubationszeit wurden die Ob-
jektträger dreimal 10 Minuten mit PBS gespült. Zum Schluss wurden die Schnitte 
kurz bei Raumtemperatur getrocknet und mit Immu-Mount (Shandon Immu-Mount; 
Fisher Scientific GmbH) eingedeckt. Bei 4°C härtete das Eindeckmedium aus und die 
Schnitte konnten langfristig unter Erhaltung der Fluoreszenz im Dunkeln gelagert 
werden.  
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Die Auswertung der Schnitte erfolgte am inversen Mikroskop Nikon Eclipse 
TE 2000-S mit Hilfe der Software NIS Elements AR 3.2 und am Axioplan 2 imaging 
Mikroskopsystem (Carl Zeiss Microscopy GmbH) in Kombination mit der Volocity® 
4.3.2 Software (PerkinElmer Inc). 
 
3.4.2.2 Immunzytologische Analyse der ovinen Sphäroide 
Bei der immunzytologischen Untersuchung wurde der Einfluss einer anfänglichen 
Fibronektinbeschichtung auf das Expressionsmuster berücksichtigt. Es wurden Zel-
len verwendet, die mit Hilfe des enzymatisch-orientierten Isolationsverfahrens ge-
wonnen und im Anschluss auf mit Fibronektin beschichteten und unbeschichteten 
Platten angezüchtet wurden. Die Kultivierung und das Passagieren der Zellen erfolg-
te wie für die Validierung (vgl. Kapitel 3.3.4.1) beschrieben über vier Wochen. Die 
gebildeten Sphäroide wurden nach dem Protokoll von PACEY et al. (2006) fixiert und 
geschnitten. Dabei wurden die Sphäroide durch Spülen von der Kulturoberfläche ge-
löst und in Zentrifugenröhrchen gegeben. Nachdem die Zellaggregate abgesunken 
waren, wurde der Überstand abgenommen und die Zellen wurden in 4%igem Paraf-
ormaldehyd gelöst. Den Zellkugeln wurde 30 Minuten Zeit gegeben, sich am Boden 
des Röhrchens abzusetzen. Daraufhin wurden das Fixans entfernt und die Sphäroide 
mit 5 ml PBS gewaschen. Dieser Waschschritt wurde dreimal wiederholt, wobei je-
weils eine 30-minütige Absinkphase zwischengeschaltet wurde. Nach dem letzten 
Waschschritt wurde das PBS entfernt und durch 30%ige Saccharoselösung ersetzt, 
in der die Zellen über Nacht gelagert wurden. Der Überstand wurde am folgenden 
Tag verworfen und die abgesunkenen Aggregate wurden in O.C.T. gelöst und eine 
Stunde bei Raumtemperatur darin belassen. Das Zell-Eindeckmedium-Gemisch wur-
de in Cryomolds gefüllt und auf Trockeneis heruntergekühlt. Die Lagerung erfolgte 
bei -80°C. Die Proben wurden mit dem Kryostaten 14 µm dick geschnitten und auf 
SuperFrost® Plus Objektträger aufgezogen. Auf jedem Objektträger lagen vier An-
schnitte vor, zwischen denen sich ein Abstand von mindestens 150 µm befand. 
Dadurch wurde garantiert, dass möglichst mehrere Sphäroide auf einem Objektträger 
im Querschnitt vorlagen.  
Die immunzytologische Markierung der Sphäroidanschnitte erfolgte analog dem in 
Kapitel 3.4.2.1 beschriebenen Protokoll. Dabei kamen die etablierten Primärantikör-
per in den in Tab. 3.6 aufgeführten Verdünnungen zum Einsatz.   
Für die Detektion der Fluoreszenzfärbungen wurde das Nikon Eclipse TE 2000-S 
Mikroskop verwendet. Unter der Verwendung der NIS-Elements 3.2 Software wurden 
von jeder Antikörperkombination bis zu drei Sphäroide für die spätere Auswertung 
abgelichtet. Die statistischen Daten wurden mit der Software NIS-Elements Vie-
wer 4.0 und ImageJ erhoben. Es wurden sowohl die mit Hoechst gefärbten Zellkerne 
jedes Zellaggregatanschnittes als auch die mit den jeweiligen Primärantikörpern 
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markierten Zellen gezählt. Zusätzlich wurden mit dem Axioplan 2 Imaging System 
Aufnahmen in höheren Vergrößerungen angefertigt.  
 
Tab. 3.6 Antikörper zur Charakterisierung der Sphäroide 
Antikörper 
Positivkontrolle Eingesetzte 
Verdünnung Gehirn Haut 
GFAP X  1:800 
S100β X  1:50 
NF200 X  1:400 
Tbr1 X  1:200 
DCX X  1:200 
NESc X  1:200 
Sox2b X  1:500 
Pax6 X  1:200 
Par3 X  1:200 
Tbr2 X  1:200 
P75NTRb X  1:200 
Vimentin X X 1:800 
αSMA X X 1:200 
Keratin  X 1:100 
Versican X X 1:200 
Ki67 X X 1:200 
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3.5 Statistische Auswertung der erhobenen Daten 
Die statistische Auswertung wurde unter Zuhilfenahme der Programme Microsoft 
Excel 2010 und SigmaPlot 11.0 durchgeführt.   
Für die Validierung der MOI und EOI wurden zunächst die ermittelten Gesamtzell-
zahlen der Primärisolation ins Verhältnis zum jeweiligen Probengewicht 
bzw. -volumen gesetzt. Daraufhin wurde mittels Shapiro-Wilk-Test auf Normalvertei-
lung der Daten getestet. Für die Ermittlung des Verteilungsunterschiedes wurde der 
Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest verwendet. Für die Bestimmung des Korrelationsko-
effizienten wurde die Spearman-Rang-Korrelation verwendet. Für die Untersuchung 
hinsichtlich des Einflusses einer initialen Fibronektinbeschichtung auf die Morpholo-
gie der Sphäroide wurden die Daten folgenden Tests unterzogen: Die Normalvertei-
lung der Daten wurde mit dem Shapiro-Wilk-Test überprüft. Für die weitere Analyse 
der Sphäroidanzahl/cm², der Sphäroidgröße und der Sphäroidform wurde der Mann-
Whitney-Rangsummentest angewandt. Als Signifikanzniveau wurde α ≤ 0,05 festge-
legt. 
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4 Ergebnisse 
4.1 Etablierung eines Isolationsprotokolls 
4.1.1 Vorversuche 
In den Vorversuchen war im Rahmen der mechanischen Bearbeitung der Proben zu 
beobachten, dass die Probenaufbereitung im Bereich der Regio dorsalis aufwendiger 
war als in den Gesichtsbereichen. Neben einer erforderlichen längeren und intensi-
veren Reinigung und Rasur, war auch die Entfernung der Subkutis mit einer längeren 
Präparationszeit verbunden. 
 
Abb. 4.1 Hautstruktur des Schafes  
A) Regio dorsalis: Haarbulbi liegen gruppiert im Stratum reticulare. Die Talgdrüsen 
sind besonders ausgeprägt. B) Regio frontalis: Einzelne Haarbulbi im faserreichen 
Stratum reticulare sind mit ausgeprägten Schweißdrüsen und wenigen Talgdrüsen 
assoziiert. Markierte Strukturen: Schweißdrüsen (Pfeilspitzen), Talgdrüsen (Sterne) 
Haarbulbi (Pfeile), Blutgefäße (Rauten). Hämatoxylin-Eosin-Färbung von Paraffin-
schnitten, Messbalken entspricht 200 µm.  
 
Die histologische Untersuchung der verschiedenen Hautproben zeigte, dass die Zu-
sammensetzung und Struktur von Haut und Haarfollikeln der Regio frontalis, naso-
oralis und temporalis gleichgestaltet ist. Im Gesichtsbereich waren Primärhaare zu 
erkennen, jedoch keine typischen Sekundärhaare. Im ausgeprägten Stratum reticula-
re lagen benachbart zu diesen Haarfollikeln einige Talg- und ausgeprägte Schweiß-
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drüsen. Ein M. arrector pili war jedoch auf keinem der erstellten Schnitte nachweis-
bar. Zwischen Stratum reticulare und der dünnen Subkutis befanden sich unter-
schiedlich große Gefäße. Der M. cutaneus lag der Subkutis locker auf.   
In der Regio dorsalis war ein anderes Verteilungsmuster der Haartypen zu erkennen. 
Ausschließlich in diesen Proben lagen gruppierte Sekundärhaare vor, die typisch 
sind für das Vlies. Mehrere Haarbulbi lagen dabei eng aneinandergelagert. Des Wei-
teren fiel auf, dass in dieser Hautregion die Talgdrüsen stark ausgeprägt sind 
(vgl. Abb. 4.1).  
Bei der Anzucht von Zellen, die aus der Regio dorsalis isoliert wurden, war die beo-
bachtete initiale bakterielle Kontamination trotz aufwendigerer und intensiverer Schur 
und Reinigung höher als bei Zellen aus dem Gesichtsbereich. Die Anzahl der ge-
wonnenen vitalen Zellen hingegen war niedriger. Bei vergleichender Betrachtung der 
angewandten Enzymkombinationen ist festzustellen, dass der alleinige Einsatz von 
0,1%igem Trypsin bzw. von Collagenase XI, wie bei BIERNASKIE et al. (2006) be-
schrieben, ebenso wenig eine erfolgreiche Isolierung von Sphäroide bildenden Zellen 
zur Folge hatte wie der Einsatz von Dispase (ERNST et al. 2010). Hingegen führte 
ein modifiziertes Protokoll nach RENDL et al. (2005) mit einer zweistufigen Behand-
lung der Hautproben mit Dispase und Collagenase XI zur Bildung sphäroidaler Ag-
gregate durch die isolierten Zellen, die über acht Wochen in Kultur vorlagen (vgl. 
Abb. 4.2). Die initiale Verunreinigung mit Keratinozyten war gering, und nach den 
ersten beiden Passagen waren morphologisch keine Keratinozyten erkennbar. Bei 
der Isolation modifiziert nach FERNANDES und MILLER (2009) mit einer Trypsin-
EDTA-Inkubation über Nacht vor dem Kollagenaseverdau, bildeten sich ebenfalls 
Sphäroide aus, die über sieben Wochen kultiviert wurden. Bis zum Ende der Kultivie-
rung konnten auch adhärente Zellen in Kokultur beobachtet werden, die morpholo-
gisch Fibroblasten und Keratinozyten entsprachen.  
 
Abb. 4.2 Sphäroidbildung im Rah-
men der Vorversuche  
Die gemäß dem Protokoll modifiziert 
nach RENDL et al. (2005) isolierten 
Zellen bildeten in Kultur Sphäroide aus. 
Messbalken entspricht 25 µm. 
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4.1.2 Versuchsreihe „Adult“ 
Im Rahmen der Versuchsreihe „Adult“ bildeten die isolierten Zellen bei vier von acht 
beprobten Tieren Sphäroide aus. Bei den drei Tieren, bei denen vergleichend die 
Hälfte der Regio nasofrontalis eine Woche vor Entnahme rasiert wurde, war in zwei 
Fällen unabhängig von der Vorbehandlung die Isolation erfolgreich. In einem Fall war 
eine Sphäroidbildung nur eine Woche nach Rasur zu erkennen. Erfolgte die enzyma-
tische Aufbereitung modifiziert nach RENDL et al. (2005) (n=6) war der Einsatz von 
Dispase in einer Konzentration von 180 U/ml und anschließender Collagenase XI 
Inkubation in allen drei Fällen erfolgreich. Bei Reduktion der Dispasekonzentration 
auf 36 U/ml kam es ebenfalls zur Sphäroidbildung, wohingegen bei beiden mit 
18 U/ml behandelten Proben keine Sphäroide entstanden.   
Beim direkten Vergleich der Isolationsmethode modifiziert nach RENDL et al. (2005) 
mit einem Protokoll, bei dem Dispase und Kollagenase in einer Kombinationslösung 
eingesetzt wurden, war die Kultivierung sphäroidal wachsender Zellen bei beiden 
Methoden nur bei einem von zwei Versuchsdurchläufen erfolgreich. Wurden die Pro-
ben eine Woche nach Rasur entnommen, trat dabei ein deutlicher Unterschied zwi-
schen den verglichenen Methoden auf. Bei gleichem Ausgangsprobenvolumen war 
bereits die gewonnene Gesamtzellzahl bei dem Einsatz der Kombinationslösung hö-
her (120,96 x 104 Zellen) als nach der Isolation modifiziert nach RENDL et al. (2005) 
(72,58 x 104 Zellen). Im Verlauf der Kultivierung bis hin zur dritten Passage konnte 
nach der Isolation mit der Kombinationslösung die Bildung von klassischen, in der 
Literatur beschriebenen Sphäroiden in einer so hohen Konzentration beobachtet 
werden, wie sie bis zu diesem Zeitpunkt in keinem weiteren Isolierungsversuch auf-
getreten war. Im Vergleich dazu blieb die Anzahl der Zellaggregate, die sich nach der 
Isolation nach RENDL et al. (2005) bildeten, während der ganzen Zeit geringer und 
die Zellkontakte waren lockerer (vgl. Abb. 4.3). 
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Abb. 4.3 Bildung von Sphäroiden nach unterschiedlicher Isolierung 
A) Nach der Isolierung unter Einsatz von einer Enzymkombinationslösung bildeten 
sich klassische Sphäroide mit dicht aneinandergelagerten, runden Zellen aus. B) Die 
Zellen, die mit dem modifizierten Isolationsprotokoll nach RENDL et al. (2005) ge-
wonnen wurden, bildeten lockere, unregelmäßig geformte Zellaggregate aus. Mess-
balken entsprechen 100 µm. 
 
4.1.3 Versuchsreihe „Juvenil“  
Im Rahmen der Versuchsreihe „Juvenil“ konnten mit der Isolationsmethode modifi-
ziert nach RENDL et al. (2005) bei sechs von acht Schafen erfolgreich Zellen isoliert 
werden, die im Verlauf der Kultivierung Sphäroide bildeten. Bei diesen Tieren handel-
te es sich um Lämmer vom ersten Lebenstag bis zum vierten Lebensmonat. In einem 
Fall war der Grund der erfolglosen Isolierung ein starker Pilzbefall der kultivierten 
Zellen innerhalb der ersten Woche nach der Isolierung, worauf die Zellen aussortiert 
werden mussten.  
Bei den parallel zu den Validierungsversuchen entnommenen und analog evaluierten 
Proben von zwei Lämmern zeigten die Daten, dass die erhaltene Zellzahl nach Isola-
tion im Verhältnis zum Probengewicht und zum Probenvolumen bei der EOI höher ist 
als bei der MOI (vgl. Abb. 4.4 Diagramm A).   
Wie in Abb. 4.4 B zu sehen ist, war die Sphäroidbildung pro cm² Kulturfläche sowohl 
sechs Wochen als auch neun Wochen nach der Isolierung bei den initial auf fib-
ronektinbeschichteten Zellkulturplatten gezüchteten Zellen (mF) höher als bei den 
durchgehend auf unbeschichteten Platten gezüchteten Zellen (oF). 
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Abb. 4.4 Ergebnisse der Validierung im Rahmen der Versuchsreihe „Juvenil“ 
A) In beiden Versuchsdurchläufen war die relative isolierte Zellzahl nach der EOI 
(grau) größer als nach der MOI (schwarz). B) Sowohl sechs als auch neun Wochen 
nach der Isolierung bildeten die mF-Zellen (schwarz) mehr Sphäroide aus als die oF-
Zellen (grau). Die Anzahl der Sphäroide nahm von der sechsten zur neunten Woche 
hin ab.  
 
Wertet man die maximalen Durchmesser mit Hilfe des Mann-Whitney-
Rangsummentests aus, erweisen sich in der sechsten Woche nach Isolation die von 
den oF-Zellen gebildeten Sphäroide als signifikant größer als die der mF-Zellen 
(p=0,005; n=20 Sphäroide). In der neunten Woche ist hingegen kein signifikanter Un-
terschied feststellbar (p=0,640; n=19 Sphäroide). Der Median des maximalen 
Durchmessers (Max 1) aller gemessenen Sphäroide lag nach sechs Wochen bei 
115,8 µm (P25=87,98 µm; P75=150,53 µm; n=40) und nach neun Wochen bei 71,9 µm 
(P25=64,10 µm; P75=76,53 µm; n=38). 
 
4.1.4 Versuchsreihe „Validierung“ 
4.1.4.1 Vergleichende Analyse zweier Isolationsprotokolle 
Im Rahmen der Validierung wurde eine enzymatisch orientierte mit einer mechanisch 
orientierten Isolationsmethode für SKPs verglichen. An den in den verschiedenen 
Phasen der EOI und MOI für die Histologie entnommenen Proben lässt sich erken-
nen, dass durch die anfängliche mechanische Aufbereitung die subkutanen Anteile 
vollständig entfernt wurden. Die dermalen Papillen liegen zum Teil bereits oberfläch-
lich (vgl. Abb. 4.5 A und B). Im Rahmen der MOI wurde die Epidermis durch die in-
tensivierte Präparation fast vollständig entfernt (vgl. Abb. 4.5 C). Bei der EOI führte 
die Behandlung mit 0,1%igem Trypsin zur vollständigen Ablösung der Epidermis und 
zu strukturellen Auflockerungen im Bereich der Talgdrüsen (vgl. Abb. 4.5 D). Wäh-
rend der Bearbeitung zeigte sich, dass die Epidermis nach der Inkubation mit dem 
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Enzym leicht mit der Pinzette abgetragen werden kann und dabei gleichzeitig die 
dermal gelegenen Talgdrüsen und ihr Inhalt zum Teil mit abgelöst werden. 
 
Abb. 4.5 Bearbeitung der Haut im Rahmen von MOI und EOI  
A) Sagittalschnitt durch die Haut vor Entfernung von Epidermis (Pfeile) und subkuta-
nem Gewebe. B) Im Rahmen der EOI aufbereitete Hautprobe: subkutane Anteile und 
Blutgefäße (Pfeile) wurden entfernt. C) Bei der MOI wurden zusätzlich die epiderma-
len Anteile (Pfeile) mechanisch entfernt. D) Hautstück nach Inkubation mit 
0,1% Trypsin im Rahmen der EOI. Die Epidermis wurde vollständig abgelöst (Pfeile). 
Erste Strukturverluste im Bereich der Dermis, der Talgdrüsen und um die Haarfollikel 
sind zu erkennen (Pfeilspitzen). HE-Färbung, Messbalken entsprechen 200 µm.  
 
Nach dem Einwirken von Kollagenase alleine (EOI) bzw. in Kombination mit Dispase 
(MOI) liegen noch kleine Gewebestücke vor. Diese müssen mit Pipetten trituiert wer-
den und die erhaltene Suspension muss filtriert werden, um eine Einzelzellsuspensi-
on zu gewinnen. Die im Rahmen der Versuchsreihe „Validierung“ bei der Zählung der 
Zellen in der Neubauerzählkammer erhobenen Daten wurden ins Verhältnis zum 
Probenvolumen und -gewicht gesetzt. Daraus ergab sich bei allen sechs Proben eine 
höhere relative Zellausbeute nach der EOI im Vergleich zur MOI (vgl. Abb. 4.6). Nach 
dem Shapiro-Wilk-Test liegt keine Normalverteilung der Daten vor. Der deshalb ver-
wendete Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test ergab einen statistisch signifikanten Unter-
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schied (p=0,031, n=6) zwischen MOI und EOI sowohl für die Zellzahl/cm³ als auch für 
die Zellzahl/g (vgl. Abb. 4.6). Der Median beträgt für die EOI 88,29 x 104 Zellen/cm³ 
(P25=78,75 x 104; P75=92,44 x 104) bzw. 57,50 x 104 Zellen/g (P25=46,41 x 104; 
P75=69,89 x 104) und für die MOI 32,13 x 104 Zellen/cm³ (P25=28,50 x 104; P75=35,50 
x 104) bzw. 19,72 x 104 Zellen/g (P25=18,07 x 104; P75=20,54 x 104).   
Des Weiteren wurde der Spearman-Rang-Reihenfolge-Korrelationskoeffizient be-
stimmt. Für die EOI zeigte sich zwischen der Gesamtzellzahl und dem Probenge-
wicht eine Abhängigkeit mit dem Korrelationskoeffizient von r=0,886 (p=0,0333; n=6) 
und zwischen Gesamtzellzahl und Probenvolumen von r=0,883 (p=0,0333; n=6). Für 
die MOI konnte keine Korrelation festgestellt werden, da sowohl für das Probenvolu-
men als auch das Probengewicht der p-Wert über 0,050 liegt. 
 
Abb. 4.6 Relative Anzahl der isolierten Zellen im Rahmen der Versuchsreihe 
„Validierung“  
Vergleichende Gegenüberstellung des Isolationserfolges der EOI (grau) und der MOI 
(schwarz). A) Gesamtzellzahl im Verhältnis zum Probengewicht. B) Gesamtzellzahl 
im Verhältnis zum Probenvolumen. Die Anzahl isolierter Zellen war bei jedem Ver-
suchsdurchlauf nach der EOI deutlich größer als nach der MOI. Der Unterschied ist 
signifikant (p=0,031, n=6). 
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4.1.4.2 Anfängliche Zellproliferation und Überlebenszeit der Sphäroide bilden-
den Zellen  
Die Zellen wurden unabhängig von der Beschichtung innerhalb eines Versuchs-
durchlaufes nach der Isolation mit der gleichen Zellzahl ausgesät. Im Zuge der ersten 
Passage wurde erneut die Zellzahl ermittelt. Betrachtet man die Ergebnisse der EOI 
so ist in den fünf auswertbaren Versuchsdurchläufen zum einen zu erkennen, dass 
die Zellzahl in drei von fünf Fällen zunächst abnahm. Zum anderen war die bei der 
ersten Passage vorliegende Zellzahl nach anfänglicher Fibronektinbeschichtung in 
jedem Versuchsdurchlauf höher als bei den ohne Beschichtung kultivierten Zellen. 
Ein signifikanter Unterschied konnte auf Grund der geringen Stichprobengröße rech-
nerisch nicht ermittelt werden (vgl. Abb. 4.7 A).  
Die Überlebenszeit der Zellen wurde bis 63 Tage nach der Isolation verfolgt. Wurden 
die Zellen initial ohne Fibronektinbeschichtung (oF) angezüchtet, überlebten die mit 
der EOI isolierten Zellen in fünf von sechs Fällen bis zum 63.Tag. In einem Fall wa-
ren nach 56 Tagen keine vitalen Zellen mehr vorhanden. Mit der MOI isolierte Zellen 
überlebten nur in zwei Fällen bis zum Tag 63, während in den anderen vier Fällen die 
Zellen zwischen Tag 17 und 54 starben. Wurden die Zellen anfänglich auf mit Fib-
ronektin beschichteten Platten kultiviert (mF), waren im Rahmen der EOI in allen 
sechs Versuchsdurchläufen Zellen bis Tag 63 in Kultur vorhanden, im Rahmen der 
MOI in drei von sechs Fällen. Die übrigen Zellen starben zwischen Tag 17 und 54. 
Ein signifikanter Unterschied der Überlebenszeit kann weder in Bezug auf die Isolati-
onsmethode noch auf die Fibronektinbeschichtung festgestellt werden (vgl. Abb. 4.7 
B und C).  
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Abb. 4.7 Anfängliche Zellproliferation und Überlebenszeit der Sphäroide bil-
denden Zellen  
A) Die Zellzahl nahm nach der Primärisolation mittels EOI (Pi) bis zur 1. Passage 
unabhängig von der Beschichtung teilweise ab. Die bei der 1. Passage vorliegende 
Zellzahl war bei den mF-Zellen (P1 mF) immer höher als bei den oF-Zellen (P1 oF). 
B+C) Die mittels EOI (B) isolierten, sphäroidal wachsenden Zellen konnten häufiger 
bis Tag 63 kultiviert werden als die mit der MOI gewonnenen Zellen (C). 
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4.2 Charakterisierung der gebildeten Sphäroide  
4.2.1 Morphologische Charakterisierung  
Die Charakterisierung der Sphäroide erfolgte unter Berücksichtigung des Einflusses 
einer initialen Fibronektinbeschichtung. Für die vergleichende statistische Auswer-
tung wurden die mittels EOI isolierten Zellen verwendet. Es konnten sowohl sechs 
als auch neun Wochen nach der Isolierung von fünf beprobten Tieren Daten erhoben 
werden. Bei den übrigen drei Tieren lagen zu den Messzeitpunkten nicht ausrei-
chend Zellen vor.   
Zunächst wurde die ermittelte Anzahl von Sphäroiden pro Zellkulturschale ins Ver-
hältnis zur Kulturoberfläche gesetzt. Die so erhaltene Anzahl von Sphäroiden/cm² ist, 
basierend auf dem Shapiro-Wilk Test, sowohl für die Zählung in der sechsten Woche 
als auch in der neunten Woche normalverteilt. Auf Grund der niedrigen n-Zahl wurde 
dennoch der Mann-Whitney-Rangsummentest verwendet. Es zeigte sich, dass es 
keinen signifikanten Unterschied (n=5; p6.Woche=0,310 und p9.Woche=0,690) zwischen 
der gebildeten Sphäroide/cm² nach anfänglicher Fibronektinbeschichtung (mF) und 
der formierten Sphäroide/cm² bei dauerhafter Anzucht auf unbeschichteten Platten 
(oF) gab. Jedoch war, wie in Abb. 4.8 ersichtlich wird, in vier von fünf Fällen die An-
zahl der gebildeten Aggregate der oF-Zellen höher als die der mF-Zellen. Der Medi-
an der Sphäroiddichte betrug in der sechsten Woche für die oF-Zellen 59,97 
Sphäroide/cm² (P25=7,16; P75=118,68) und für die mF-Zellen 33,30 Sphäroide/cm² 
(P25=1,66; P75=45,11). In der neunten Woche lag der Median bei 15,58 von den oF-
Zellen gebildeten Sphäroiden/cm² (P25=5,77; P75=45,29) und bei 11,99 von den mF-
Zellen gebildeten Sphäroiden/cm² (P25=4,52; P75=34,86) gebildet.  
Des Weiteren wurden Daten zur Größe der Sphäroide (zwei im Lot zu einander ste-
hende maximale Durchmesser Max 1 und Max 2) erhoben und ausgewertet 
(vgl. Abb. 4.9 B). Die Messwerte sind nach dem Shapiro-Wilk Test nicht normalver-
teilt. In der sechsten Woche gibt der Mann-Whitney-Rangsummentest keinen Hin-
weis auf einen signifikanten Unterschied zwischen dem maximalen Durchmesser 
Max 1 der von mF- und oF-Zellen gebildeten Sphäroide (p=0,250). Der Median des 
maximalen Durchmesser der Sphäroide nach anfänglicher Fibronektinbeschichtung 
lag bei 68,24 µm (P25=60,85 µm; P75=79,21 µm; n=86 Sphäroide) und ohne initiale 
Beschichtung bei 74,08 µm (P25= 59,47 µm; P75=87,60 µm; n= 96 Sphäroide). Für 
die 9. Woche nach der Isolierung zeigt sich dagegen, dass die von den mF-Zellen 
gebildeten Sphäroide signifikant (p=0,019) größer waren als die von den oF-Zellen 
gebildeten (vgl. Abb. 4.9 A). Die anfänglich auf Fibronektin kultivierten Zellen bildeten 
im Median Sphäroide mit einem maximalen Durchmesser von 76,63 µm 
(P25=62,38 µm; P75=94,49 µm; n=61 Sphäroide), die auf unbeschichteten Platten an-
gezüchteten Zellen Sphäroide von 68,05 µm (P25=62,42 µm; P75=76,52 µm; 
n=55 Sphäroide). 
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Abb. 4.8 Sphäroide pro Quadratzentimeter Kulturfläche unter Berücksichtigung 
der initialen Beschichtung  
Sowohl nach sechs (A+C) als auch nach neun Wochen (B+D) ist in vier von fünf Ver-
suchsdurchläufen die Anzahl der Sphäroide/cm² bei den oF-Zellen (grau) größer als 
bei den mF-Zellen (schwarz). Insgesamt ist die Sphäroidbildung nach neun Wochen 
(B) geringer als nach sechs Wochen (A). Die Schwankungsbreite zwischen den Ver-
suchsdurchläufen ist dabei groß.  
 
Der Median des maximalen Sphäroiddurchmessers (Max 1) aller in der 9. Woche 
nach Isolierung gemessener Sphäroide lag bei 70,97 µm. Der größte gemessene 
Maximaldurchmesser in der 9. Woche war 168,52 µm, der kleinste 40,59 µm. Jedoch 
wurden zu anderen Zeitpunkten in Ausnahmefällen auch bereits makroskopisch 
sichtbare Sphäroide gebildet wie in Abb. 4.9 C zu sehen ist.  
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Abb. 4.9 Messung und Auswertung der maximalen Sphäroiddurchmesser  
A) Max 1 nach 6 und 9 Wochen in Kultur unter Berücksichtigung der initialen Platten-
beschichtung. Punkte kennzeichnen das 5. und 95. Perzentil. In der 9. Woche war 
der Unterschied signifikant (**p=0,019). B) Zu dem absoluten maximalen Durchmes-
ser (Max 1) wurde ein zweiter dazu senkrecht stehender maximaler Durchmesser 
(Max 2) gemessen. C) In Ausnahmefällen bildeten sich makroskopisch sichtbare 
Sphäroide; Paraffinschnitt, HE-Färbung. Messbalken entsprechen 100 µm.  
 
Basierend auf dem Unterschied von Max 1 und dem dazu im Lot stehenden 2. ma-
ximalen Durchmesser (Max 2) ist ein Rückschluss auf die Form der Sphäroide mög-
lich. Die Daten für Max 2 sind ebenfalls nicht normalverteilt. Für die in der sechsten 
Woche ausgemessenen Aggregate ergibt der Mann Whitney Rangsummen Test ei-
nen signifikanten Unterschied zwischen Max 1 und Max 2. Dies gilt sowohl für die 
anfänglich auf mit Fibronektin beschichteten Platten (p<0,001; n=86) gezüchteten als 
auch für die auf unbeschichteten Platten kultivierten Sphäroide (p<0,001; n=96). Der 
Median von Max 1 aller in der sechsten Woche gemessenen Sphäroide lag bei 
71,53 µm (P25=60,65 µm; P75=85,75 µm), von Max 2 bei 60,57 µm (P25=50,43 µm; 
P75=73,56 µm). Auch in der neunten Woche war Max 1 (p<0,001; n=55) der von den 
oF-Zellen gebildeten Sphäroide signifikant größer als Max 2. Dies gilt auch für die auf 
fibronektinbeschichteten Platten angezüchteten Zellen (p=0,05; n=61). Der Median 
aller gemessenen Sphäroiden in der 9. Woche betrug für Max 1 70,97 µm 
(P25=62,79 µm; P75=83,29 µm) und für Max 2 64,17 µm (P25=55,23 µm; 
P75=76,62 µm). 
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4.2.2 Immunzytologische Charakterisierung 
4.2.2.1 Positivkontrollen 
Die Positivkontrollen wurden auf Gehirn- (Lamm, 1.Lebenstag), Haut- (adultes Schaf, 
eine Woche nach Rasur) und Nierenschnitten (adultes Schaf) erstellt (vgl. Abb. 4.10). 
 
Abb. 4.10 Für die Etablierung der Antikörper verwendete kryofixierte Gewebe 
A) Das Hautgewebe wurde eine Woche nach Rasur entnommen und das subkutane 
Gewebe vor Fixierung entfernt. B) Sagittaler Nierenschnitt im Bereich der Nierenrin-
de. C) Gehirnschnitt von einem Lamm auf Höhe der SVZ ein Tag post partum. HE-
Färbung, Messbalken entsprechen 200 µm.  
 
Auf den folgenden Abbildungen liegen in der linken Spalte Summationsbilder der An-
tikörperdetektion und der Kernfärbung vor. In der mittleren Spalte erfolgte die Detek-
tion mit Hilfe eines Cy3-konjugierten Sekundärantikörpers und in den rechts abgebil-
deten Färbungen war der Sekundärantikörper mit Alexa 488 konjugiert.  
Auf den ovinen Gehirnschnitten ist eine deutliche Färbung zellulärer Strukturen mit 
den für Neurone charakteristischen Antikörpern NF 200 und Tbr1 zu erkennen. Das 
Neurofilament 200 kann im Zytoplasma von Zellen in den kortikalen Arealen entlang 
der subventrikulären Zone (SVZ) gefunden werden. Der Transkriptionsfaktor Tbr1 
findet sich insbesondere in den Kernen kortikaler Zellen. GFAP-positive Zellen liegen 
mit radial angeordneten Zellausläufern in den ventrikulären und subventrikulären 
Arealen vor. In geringerem Maße sind sie ebenfalls in den kortikalen Arealen zu fin-
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den. Eine Kolokalisation von GFAP und NF200 ist dabei nicht nachweisbar. Das Sig-
nal des Antikörpers S100β ist in der Ventrikulärzone (VZ) und der SVZ schwächer 
ausgebildet als für GFAP und konzentriert sich auf Zellen, die sich an die Blutgefäße 
anlagern. Die Markierung mit DCX konzentriert sich auf meist radiär angeordnete 
Fortsätze von Zellen der SVZ (vgl. Abb. 4.11). 
 
Abb. 4.11 Immunhistologische Färbungen oviner Gehirnschnitte   
Spezifische Markierung neuraler Strukturen. A) NF200 liegt in kortikalen Zellen (Pfeil) 
vor, während GFAP überwiegend Zellen in der SVZ und nur vereinzelt im Kortex 
markiert (Pfeile). B) DCX kann v.a. in der SVZ, S100β in der perivaskulären Berei-
chen detektiert werden (Pfeile). C) Tbr1 markierte, Ki67 negative Zellkerne liegen im 
Kortex (Pfeile). V: Ventrikel, VZ: Ventrikulärzone, SVZ: Subventrikulärzone, 
K: kortikale Areale. Messbalken entsprechen 50 µm.  
 
Der für polare, neurale Vorläuferzellen charakteristische Transkriptionsfaktor Pax6 
liegt intranukleär in nahezu allen Zellen der VZ und vereinzelt in der SVZ vor. Das 
Protein Par3 ist in Kolokalisation mit ZO1 im Zytoplasma von Zellen entlang der 
Ventrikelmembran konzentriert. Die für SKPs charakteristischen Antikörper NESc 
und Sox2 (a und b) zeigen ebenfalls eine deutliche Markierung von Zellen in der VZ 
und SVZ. Sox2a markiert alle Zellkerne, wohingegen das durch Sox2b erzeugte Sig-
nal selektiv nur in einem Teil der Kerne nachgewiesen werden kann. NESc markiert 
radiär zur Ventrikelmembran angeordnete Zellfortsätze in der SVZ. Ki67 ist intranuk-
leär in vereinzelten Zellen der SVZ und VZ zu finden. Diese Zellen sind ebenfalls 
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Pax6- und Sox2a-positiv (vgl. Abb. 4.13).   
Des Weiteren wurden die Antigene αSMA und Vimentin markiert. Das Antigen αSMA 
liegt in den Endothelzellen der kortikalen Blutgefäße vor, Vimentin insbesondere in 
radiär angeordneten Fortsätzen im Bereich der VZ und in den Endothelzellen. Der 
Antikörper p75NTRb erzeugt ein deutliches Signal insbesondere im Lumen und 
Wandbereich der Blutgefäße und vereinzelt an der Oberfläche von Zellen der SVZ. 
Das Signal für Versican kann im Bereich der Blutgefäße und der SVZ detektiert wer-
den (vgl. Abb. 4.12). Für die Antikörper NESa und Tbr2 war keine und für NESb und 
p75NTRa nur eine sehr schwache Färbung auf den Gehirnschnitten erkennbar 
(vgl. Abb. 9.2). 
 
Abb. 4.12 Immunhistologische Färbungen oviner Gehirnschnitte  
A) p75NTRb Markierung liegt überwiegend auf der Zelloberfläche von Vimentin-
positiven Zellen der Gefäßwand vor. Vereinzelt konnten p75NTRb-positive Zellen in 
der SVZ detektiert werden (Pfeile). B) Versican und αSMA markieren Zellen der Ge-
fäßwand (Pfeile). V: Ventrikel, VZ: Ventrikulärzone, SVZ: Subventrikulärzone. Mess-
balken entsprechen 50 µm bzw. kleine Abbildung in A) p75NTRb 16 µm.   
 
Auf den Hautschnitten sind mit dem Vimentin-Antikörper selektiv dermale Anteile ge-
färbt. Der für Keratinozyten charakteristische Marker Keratin bindet selektiv an epi-
dermale Zellen, während der Panzytokeratin-Antikörper auch an Zellen in der Dermis 
bindet. Der αSMA-Antikörper markiert Bereiche der bindegewebigen Wurzelscheide 
und Zellen der Schweißdrüsen. Letztere sind wie die epidermalen Anteile des Haar-
follikels Versican-positiv (vgl. Abb. 4.14). 
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Abb. 4.13 Immunhistologische Färbung der SVZ des Schafes   
Markierung neuraler Vorläuferzellen. A) Pax6 liegt v.a. in Zellkernen der VZ vor. Ver-
einzelte Zellen der SVZ sind Pax6- und Ki67-positiv (Pfeile). B) Par3 und ZO1 sind in 
den Zellen der VZ kolokalisiert (Pfeile). C) NESc markiert Zellfortsätze in der VZ 
(Pfeilspitzen). Vereinzelt liegen NESc- und Ki67-positive Zellen in der SVZ (Pfeil). D) 
Sox2a färbt alle Zellkerne während E) Sox2b nur einen Teil der Zellkerne in der VZ 
(Pfeil) und SVZ markiert. Besonders in der SVZ liegen auch Areale mit Sox2b-
negativen Zellen vor (Rauten).  
V: Ventrikel, VZ: Ventrikulärzone, SVZ: Subventrikulärzone. Messbalken entsprechen 
50 µm. 
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Abb. 4.14 Immunhistologische Färbung von kryofixierten Hautschnitten  
Markierung mit dem Proliferationsmarker Ki67, sowie dermalen und epidermalen 
Markern. A) Ki67 ist insbesondere in Zellen der Haarwurzel (Pfeile) nachweisbar. B) 
Keratin färbt ausschließlich Zellen epidermaler Strukturen (Pfeile), während C) PZK 
auch Zellen dermaler Anteile des Haarfollikels markiert (Pfeile). D) αSMA-markierte 
Zellen liegen in der bindegewebigen Wurzelscheide und in den Schweißdrüsen (Pfei-
le). Versican liegt zusätzlich auch in epidermalen Zellen des Haarfollikels vor (Pfeile). 
Messbalken entsprechen 50 µm. 
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Das ovine Nierengewebe weist eine starke Autofluoreszenz im Bereich der Nierentu-
buli auf. Neben dieser Autofluoreszenz ist bei der Markierung von CD133 mit beiden 
eingesetzten Antikörpern kein Signal detektierbar (vgl. Abb. 9.1). Die im Rahmen der 
Etablierung der Antikörper auf ovinem Gewebe und zur Erstellung von Positivkontrol-
len ermittelten Antikörperverdünnungen sind im Methodenteil in Tab. 3.6 aufgeführt. 
 
4.2.2.2 Immunzytologisches Expressionsmusters der ovinen Sphäroide 
Die isolierten Sphäroide wurden mit den in Kapitel 3.4.2.2 aufgeführten, auf ovinem 
Gewebe etablierten Antikörpern angefärbt. Die Auswertung erfolgte unter Berück-
sichtigung einer initialen Fibronektinbeschichtung. Auf den Objektträgern lagen meh-
rere markierte Sphäroide vor, deren Gesamtzellzahl anhand der mit Hoechst ange-
färbten Nuklei bestimmt wurde. Im prozentualen Verhältnis zur Gesamtzellzahl ergibt 
sich für die Sphäroide nach vier Wochen in Kultur folgendes Expressionsmuster: 
Bei den Zellen handelt es sich überwiegend um Keratin-negative Zellen. So tritt eine 
zytoplasmatische Markierung mit Keratin bei einer initialen Fibronektinbeschichtung 
(mF) nur bei 7,03% von 128 analysierten Zellen auf. Bei ausschließlich auf unbe-
schichteten Platten (oF) gezüchteten Sphäroiden sind nur 2,05% von 146 Zellen mit 
Keratin markiert. Dem gegenüber steht die hohe Anzahl an Vimentin- und αSMA-
positiven Zellen (Vimentin: 99,18% (nmF=488), 97,50% (noF=120); αSMA: 99,64% 
(nmF=275), 100% (noF=166)). Bei der Markierung mit dem für das Proteoglykan Versi-
can spezifischen Antikörper liegt der Anteil der angefärbten Zellen bei 1,45% 
(nmF=275) und 0,6% (noF=166) (vgl. Abb. 4.15 A). 
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Abb. 4.15 Prozentualer Anteil positiv-markierter Zellen in Abhängigkeit von der 
initialen Beschichtung  
A) Der Anteil epidermaler Zellen in den Sphäroiden war minimal. Die Zellen waren 
fast ausschließlich dermalen Ursprungs. B) Der Proliferationsmarker Ki67 und die 
„SKP-Antigene“ Sox-2 und Nestin konnten ebenfalls nachgewiesen werden. P75-
NTR-positive Zellen lagen nicht vor. C) Während über 80% der Zellen für die neura-
len Vorläuferzellmarker Par3 und DCX positiv waren, war der Anteil Tbr2-positiver 
Zellen gering. D) Der neuronale Marker NF200 konnte fast nie nachgewiesen wer-
den, wohingegen gliale Antigene von dem Großteil der Zellen exprimiert wurden. 
 
Bei der Markierung mit den Antikörpern Vimentin, αSMA und Versican wird eine ho-
mogene Fluoreszenz innerhalb des Zytoplasmas detektiert (vgl. Abb. 4.16).  
Das Protein Ki67 konnte in 23,16% von 1045 Zellen (mF) und 26,70% von 869 Zellen 
(oF) kernständig nachgewiesen werden. Ein spezielles Verteilungsmuster innerhalb 
der Sphäroide ist nicht zu erkennen. Der NESc-Antikörper bindet zytoplasmatisch an 
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95,45% von 110 mF-Zellen und an 99,16% von 238 oF-Zellen. Mit dem Sox2b-
Antikörper sind 67,97% (nmF=128) bzw. 33,56% (noF=146) der Zellkerne markiert. 
 
Abb. 4.16 Immunzytologische Untersuchung von Sphäroiden  
Markierung mit epidermalen und dermalen Markern. A) Zytoplasmatische Markierung 
von Keratin-positiven Zellen (Pfeile). B+C) Vimentin und αSMA liegen zytoplasma-
tisch vor. Die Kerne sind nicht markiert (Pfeile). C) Versican ist nur in einzelnen rand-
ständigen Zellen detektierbar (Pfeil). Messbalken entsprechen 50 µm.  
 
In keiner der ausgewerteten Zellen (nmF=78, noF=171) ist nach der immunzytologi-
schen Färbung mit p75NTRb ein Signal erkennbar (vgl. Abb. 4.15 B). Die markierten 
Par3 Proteine sind zytoplasmatisch lokalisiert, wobei eine Konzentration an der Zell-
membran feststellbar ist. Das Signal ist in 85,07% von 67 Zellen (mF) bzw. in 87,72% 
(oF) von 57 Zellen detektierbar. Der Pax6-Antikörper bindet konträr zu den Positiv-
kontrollen nicht intranukleär sondern färbt homogen das Zytoplasma fast aller Zellen 
an. Auf Grund des unspezifisch wirkenden Erscheinungsbildes erfolgte keine weitere 
Auswertung. Der Transkriptionsfaktor Tbr2 ist überwiegend kernständig markiert. Er 
ist in 1,47% der mF-Zellen (n=341) und in 22,22% der oF-Zellen (n=99) nachweisbar 
(vgl. Abb. 4.17). Doublecortin (DCX) ist in 92,76% (nmF=304) bzw. 84,91% (noF=106) 
der Zellen der Sphäroide zytoplasmatisch nachweisbar (vgl. Abb. 4.15 C).   
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Der gegen den Transkriptionsfaktor Tbr1 gerichtete Antikörper band, wie Pax6 ent-
gegen der Positivkontrolle an zytoplasmatische Strukturen aller Zellen. Ein spezifi-
sches intranukleäres Signal lässt sich in keiner Zelle detektieren (nmF=237 und 
noF=268). Das Neurofilament 200 ist nur im Zytoplasma von 0,43% der 235 ausge-
werteten mF-Zellen und nicht in den 223 oF-Zellen ausgebildet. Im Gegensatz dazu 
ist in fast allen Zellen ein deutliches zytoplasmatisches Signal für die glialen Markern 
GFAP und S100β zu erkennen (GFAP: 98,72% (nmF=235), 99,55% (noF=223); 
S100β: 100% (nmF=304 und noF=106)) (vgl. Abb. 4.15 D und Abb. 4.18). 
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Abb. 4.17 Immunzytologische Untersuchung der Sphäroide  
Markierung mit klassischen Markern für A+B) SKPs und C-E) neurale Vorläuferzel-
len. A+C) NESc und Par3 markieren ausschließlich extranukleäre Strukturen (Pfeile). 
B, D und E) Sox2b, Tbr2 und Ki67 liegen hingegen v.a. im Kern vor. D) Pax6 färbt 
ausschließlich das Zytoplasma der Zellen an. Messbalken entsprechen 50 µm. 
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Abb. 4.18 Immunzytologische Untersuchung der Sphäroide  
Markierung mit glialen und neuronalen Markern. A) Tbr1 färbt ausschließlich das Zy-
toplasma der Zellen an (Pfeil). B+C) Die GFAP- und S100β-Antikörper markieren 
ausschließlich zytoplasmatische Strukturen (Pfeile). B) Die einzige NF200-positive 
Zelle befindet sich im Zellaggregat randständig (Pfeil). C) DCX kann kernnah detek-
tiert werden (Pfeil). D) Ohne Primärantikörper durchgeführte Negativkontrollen der 
immunzytologischen Untersuchungen der Sphäroide. Messbalken entsprechen 
50 µm. 
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5 Diskussion 
5.1 Etablierung eines Isolationsprotokolls für Sphäroide bildende, 
SKP-ähnliche Zellen aus der ovinen Dermis 
Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, ein Isolationsprotokoll zu entwickeln, mit dem 
spezielle Vorläuferzellen aus der Dermis des Schafes zuverlässig und reproduzierbar 
gewonnen werden können. Diese Vorläuferzellen wurden zum ersten Mal von TOMA 
et al. (2001) aus humanem und murinem Hautgewebe isoliert und als skin-derived 
precursor cells bezeichnet. Ihnen wird unter anderem ein neurales Differenzierungs-
potential zugeschrieben (FERNANDES et al. 2004, FERNANDES et al. 2006). Dies 
macht sie für einen potentiellen therapeutischen Einsatz bei neurodegenerativen Er-
krankungen oder Schlaganfällen interessant. Therapiestudien im Tiermodell könnten 
Aufschluss über ihre Wirksamkeit geben. In den letzten Jahren wurde vom Fraunhof-
er-Institut für Zelltherapie und Immunologie ein vielversprechendes Schlaganfallmo-
dell am Schaf entwickelt. Für eine autologe Transplantation im Rahmen von transla-
tionalen Studien am Schaf ist jedoch zunächst ein standardisiert durchführbares Iso-
lationsprotokoll für ovine SKPs nötig (BOLTZE et al. 2008, DREYER et al. 2012). 
Mehrere Arbeitsgruppen weltweit beschäftigen sich mit der Isolation von SKPs aus 
der Dermis verschiedener Spezies. Während in der Literatur einheitlich beschrieben 
wird, dass die isolierten Vorläuferzellen freischwimmende, kugelige Zellaggregate 
bilden, die als Sphären bezeichnet werden, variieren die Isolationsmethoden zum 
Teil sehr stark. So gelang es zum einen Zellen mit den verschiedensten enzymati-
schen Protokollen aus dem Gewebeverband heraus zu lösen. Dabei wurde Trypsin, 
Dispase, Kollagenase und DNAse in variablen Kombinationen und mit unterschiedli-
cher Inkubationszeit eingesetzt. Zum anderen wurden SKPs aus bereits bestehen-
den dermalen Fibroblastenkulturen gewonnen, wobei in diesem Fall eine Dedifferen-
zierung auf Grund veränderter Kulturbedingungen in Betracht zu ziehen ist (TOMA et 
al. 2001, RENDL et al. 2005, BIERNASKIE et al. 2006, WENZEL et al. 2013). Auch 
die Körperregionen, aus denen die Hautproben entnommen wurden, variierten bei 
den einzelnen Arbeitsgruppen in Abhängigkeit von der beprobten Spezies. Bei Nage-
tieren wurde insbesondere die Regio dorsalis genutzt, um eine ausreichende Menge 
an Probenmaterial zu erhalten. Beim Menschen wurden aus versuchstechnischen 
Gründen vor allem Hautbiopsien aus dem Kopfhaarbereich und dem Präputium ver-
wendet, die im Rahmen von Operationen anfielen. Unabhängig davon, dass die 
SKPs der verschiedenen Körperregionen von unterschiedlichem embryonalen Ur-
sprung sind, wiesen alle SKPs die Charakteristika von Neuralleistenvorläuferzellen 
und Eigenschaften multipotenter adulter Stammzellen auf (TOMA et al. 2001, 
BIERNASKIE et al. 2006 und 2009, ERNST et al. 2010, JINNO et al. 2010).   
Um ein optimales Isolationsprotokoll für skin-derived precursor cells beim Schaf zu 
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entwickeln, war es daher zunächst erforderlich die Lokalisation am Tierkörper zu 
identifizieren, die für die Entnahme der Hautprobe und für die weitere Isolation im 
Rahmen der vorliegenden Versuche am geeignetsten war. Dazu wurde die Proben-
entnahme und -aufbereitung von Hautgewebe aus der Regio dorsalis auf Höhe der 
Schulterblätter und aus mehreren Bereichen im Gesicht miteinander verglichen. Es 
zeigte sich, dass das Rückensegment weniger geeignet für die Isolation von SKPs 
war. Zunächst waren die mechanischen Aufarbeitungsschritte der Biopsien komple-
xer. In Folge der dichteren Haarstruktur des Vlieses im Rumpfbereich war eine länge-
re Rasur und Reinigung nötig. Daran schloss sich eine intensivere mechanische Auf-
bereitung der Proben aus der Regio dorsalis im Vergleich zu Proben aus dem Ge-
sichtsbereich an, da die subkutanen Anteile und Talgdrüsen hier stärker ausgeprägt 
waren. Gleichzeitig war jedoch eine geringere Zellausbeute bei erhöhter bakterieller 
Kontamination erkennbar. Berücksichtigt man des Weiteren die Menge des verfügba-
ren Probenmaterials, erwies sich die Regio nasofrontalis als ideale Lokalisation für 
die Exzision von Hautproben im Rahmen der vorliegenden Arbeit. Während in der 
temporalen und oralen Region am Kopf der Umfang der Proben auf Grund der ana-
tomischen Gegebenheiten geringer ist als in der Regio nasofrontalis, muss man bei 
der Regio dorsalis die Tatsache berücksichtigen, dass Hautbiopsien aus dem Vlies-
bereich bei kommerziell genutzten Tieren oftmals nicht zur Verfügung stehen. Zuletzt 
ermöglicht die Wahl eines Bereiches mit einem überwiegenden Primärhaaranteil eine 
bessere Vergleichbarkeit der Versuche bei verschiedenen Schafrassen. Im Bereich 
des Rückens führt das sehr variable Primär-Sekundärhaar-Verhältnis der einzelnen 
Schafrassen zu starken Unterschieden in der dermalen Struktur und dem Anteil an 
Haarfollikeln. In der Regio nasofrontalis hingegen überwiegt in der Regel sowohl bei 
Woll- und Haarschafen der Primärhaaranteil und die Variationen in der Haarstruktur 
sind gering. Die Resultate dieser vor allem am Merinofleischschaf durchgeführten 
Arbeit sind damit mit hoher Wahrscheinlichkeit auf andere Schafrassen übertragbar. 
Die Entnahme erfolgte daher im weiteren Verlauf der Arbeit aus der Regio nasofron-
talis.  
Bei der vergleichenden Betrachtung der angewandten enzymatischen Protokolle er-
weist sich eine Kombination von Enzymen wie bei RENDL et al. (2005) und 
FERNANDES und MILLER (2009) als erfolgversprechender als der singuläre Einsatz 
eines Enzyms. Beide Verfahren führten im Gegensatz zu den einzeln eingesetzten 
Enzymen zu einer erfolgreichen Isolation Sphäroide bildender Zellen. Da bei dem 
modifizierten Protokoll nach FERNANDES und MILLER (2009) aber auch eine grö-
ßere Anzahl adhärenter Zellen vorlagen, was für eine Kontamination mit Fibroblasten 
und Keratinozyten spricht, erschien zunächst ein nach RENDL et al. (2005) modifi-
ziertes Isolationsprotokoll als am geeignetsten.  
In der Versuchsreihe „Adult“ zeigte sich für dieses Protokoll, dass es mit einer Dispa-
sekonzentration von 36 U/ml möglich ist, Sphäroide bildende Zellen zu isolieren. Je-
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doch ist festzuhalten, dass unabhängig von der Konzentration nur in 50% der Ver-
suchsdurchläufe Sphäroide gebildet wurden. Daher war es nötig, das Protokoll weiter 
zu verbessern. Ein Ansatzpunkt war die von GAGO et al. (2009) beschriebene al-
tersassoziierte Reduktion der Anzahl von SKPs in der Haut. Es wurden Isolations-
versuche an Hautproben durchgeführt, die von juvenilen Tieren im Alter von einem 
Tag bis vier Monate entnommen wurden. Hierbei war das Isolationsprotokoll nach 
RENDL et al. (2005) in 75% der Fälle unter morphologischen Gesichtspunkten ziel-
führend. Die Steigerung der Erfolgsquote um 25% zeigt, dass es auch beim Schaf 
sinnvoll ist, Proben von jüngeren Tieren zu entnehmen.  
Ein weiterer Ansatzpunkt zur Optimierung des Protokolls war das beschriebene Auf-
treten der SKPs insbesondere in der anagenen Phase des Haarzyklus 
(FERNANDES et al. 2004). Da das Haarwachstum durch Rasur induziert werden 
kann, wurden vergleichend Proben eine Woche nach Rasur und ohne vorherige Ra-
sur bei denselben Schafen in der Versuchsreihe „Adult“ entnommen (YAMAMOTO 
und YAMAUCHI 1999). Wurden bereits Sphäroide ohne vorherige Rasur von den 
isolierten Zellen gebildet, konnte keine deutliche Veränderung nach der Rasur wahr-
genommen werden. In einem Fall war jedoch ohne Rasur keine erfolgreiche Isolation 
möglich, während es bei Probenentnahme eine Woche nach Rasur zur anschließen-
den Bildung von Sphäroiden kam. Während in den ersten Versuchsdurchläufen wohl 
bereits genügend Haarfollikel im anagenen Stadium vorlagen, gibt letzterer Ver-
suchsdurchlauf einen Hinweis darauf, dass durch die Rasur eine Induktion der ana-
genen Phase möglich ist und damit die Erhöhung der Anzahl an Sphäroide bildender 
Zellen. Weiterführende histologische Untersuchungen könnten zur Ermittlung der 
idealen Zeitspanne zwischen Rasur und Anagen beim Schaf durchgeführt werden. In 
dieser Arbeit wurde nach den ersten Erfolgen mit der Zeitspanne von einer Woche 
gearbeitet. Um eine Synchronisation des Haarzyklus im anagenen Stadium bei allen 
beprobten Schafen im Bereich der Regio nasofrontalis zu erzielen, wurden daher in 
den Validierungsversuchen ausschließlich Haut entnommen, die eine Woche zuvor 
rasiert worden war.  
Der dritte Angriffspunkt war die Veränderung des enzymatischen Protokolls an sich. 
Da die Behandlung von Geweben mit Enzymen auch eine Schädigung der Zellen 
verursachen kann, wurde die Inkubationszeit reduziert und zusätzlich die Enzymkon-
zentration gesenkt (GSTRAUNTHALER und LINDL 2013, LANG 2012). Dazu kamen 
Dispase und Kollagenase in einer Kombinationslösung gleichzeitig zum Einsatz, wie 
es von HETZ (2013) für die Isolation neuraler Vorläuferzellen aus der Darmwand be-
schrieben wurde. Um den Anteil der Keratinozyten gering zu halten, wurde die Epi-
dermis mechanisch abgetragen. Der positive Effekt war bereits direkt nach der Isola-
tion festzustellen. Die isolierte Gesamtzellzahl war im Vergleich zu der Isolation nach 
RENDL et al. (2005) um 67% erhöht. Im weiteren Verlauf zeigte sich außerdem, dass 
es zu einer vermehrten Bildung von kompakten Sphäroiden durch die gewonnenen 
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Zellen kam. Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass auch ein höherer Anteil an 
Vorläuferzellen gewonnen wurde. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde für die 
Validierung ein Isolationsprotokoll verwendet, das als mechanisch-orientierte Isolati-
onsmethode bezeichnet wurde. Die initiale mechanische Bearbeitung wurde deutlich 
intensiviert, während durch den Einsatz einer Dispase-Kollagenase-Kombinations-
lösung mit reduzierter Enzymkonzentration die enzymatische Aufarbeitung der Pro-
ben reduziert wurde. Dieses Protokoll wurde im Rahmen der Validierung einem en-
zymatisch orientierten Protokoll vergleichend gegenübergestellt. Da die Isolation ge-
mäß dem Protokoll nach RENDL et al. (2005) keine vollständig reproduzierbaren Er-
folge aufwies, wurde das in den Vorversuchen und bei zwei Lämmern stets erfolg-
reich angewandte Protokoll modifiziert nach FERNANDES und MILLER (2009) ein-
gesetzt. In der Histologie zeigte sich, dass die epidermalen Anteile sowohl mit der 
enzymatischen Behandlung als auch mit einer intensivierten mechanischen Bearbei-
tung fast vollständig abgelöst werden konnten. Während die mechanische Ablösung 
der Epidermis jedoch keine Effekte auf die darunterliegende Dermis hatte, war die 
dermale Gewebestruktur nach der Behandlung mit Trypsin bereits aufgelockert. Die-
ser „Vorsprung“ konnte durch den Einsatz der Kombinationslösung im Rahmen der 
MOI anstatt Kollagenase jedoch nicht ausgeglichen werden. Die Zellausbeute bei der 
EOI war signifikant höher als bei der MOI. Dies war bereits bei den zwei Lämmern in 
der Versuchsreihe „Juvenil“ zu erkennen und wurde im Zuge der Validierung bestä-
tigt. In jedem Versuchsdurchlauf war die isolierte relative Zellzahl der EOI höher als 
die der MOI. Der gestaffelte Einsatz der Enzyme verbessert also das Herauslösen 
der Zellen aus dem Gewebeverband. Des Weiteren zeigte sich, dass bei der EOI im 
Gegensatz zur MOI eine deutliche Korrelation der isolierten Zellzahl zum Probenge-
wicht (r=0,886) und zum Probenvolumen (r=0,883) vorlag. In der hier vorgestellten 
Versuchsreihe konnten aus einer Probe mit einer Größe von 5 cm x 2 cm x 0,2 cm 
ausreichend Zellen isoliert werden, um in allen sechs Schalen einer 6-Well-
Zellkulturplatte 50.000 Zellen/cm² auszusähen. Für eine genauere Bestimmung des 
nötigen Gewebevolumens bzw. -gewichts für eine bestimmte Gesamtzellzahl, ist es 
jedoch sinnvoll, weitere Versuche mit einer größeren Tierzahl durchzuführen. Bei der 
MOI ist keine Korrelation feststellbar. Damit ist bei der EOI das Probenvolumen 
und -gewicht eng mit der potentiell zu isolierenden Zellzahl verbunden. Bei der MOI 
unterliegt der Isolationserfolg hingegen stärkeren Schwankungen. Ein Grund könnte 
eine unterschiedlich starke Bearbeitung der Proben bei den verschiedenen Ver-
suchsdurchläufen sein, da der Ablösungsgrad der Epidermis rein optisch von der be-
arbeitenden Person bestimmt wird. Im Gegensatz dazu unterliegt die enzymatische 
Ablösung der Epidermis nur geringen Schwankungen und kann weitgehend standar-
disiert werden. Auch über längere Sicht ist die EOI erfolgreicher als die MOI. Die iso-
lierten Zellen der EOI überlebten deutlich länger als die der MOI. Auf Grund der nied-
rigen n-Zahl ist zwar keine Signifikanz feststellbar, jedoch ist eine Tendenz zu erken-
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nen. So lagen bei der EOI bei 83,3% (oF) bzw. 100% (mF) der Versuchsdurchläufe 
an Tag 63 vitale, Sphäroide bildende Zellen in Kultur vor, während bei der MOI dies 
nur bei 33,3% (oF) bzw. 50% (mF) der Versuchsdurchläufe der Fall war. Zum einen 
ist die Ausgangszellzahl bei der MOI niedriger, die bei der niedrigen Teilungsrate 
(vgl. Kapitel 5.2.2.1) der SKPs kaum ausgeglichen werden kann, zum anderen lag 
auch mehr Detritus im Isolat der MOI vor, der zusätzlich das Wachstum der isolierten 
Zellen in Kultur negativ beeinflussen kann (PRIME und TAYLOR-SMITH 2009). Bei 
den Zellkulturen, die in einem späteren Stadium aussortiert wurden, war die Ursache 
entweder eine zu geringe Zellzahl nach dem Passagieren trotz ausreichender Zell-
dichte vor der Kurzzeittrypsinierung oder die Zellen gingen danach in Apoptose über. 
Die Zellen der MOI scheinen somit auch sensitiver gegenüber externen Einflüssen zu 
sein.  
Die Möglichkeit bei adhärenten Kulturen durch vollständigen Medienwechsel negati-
ve Einflüsse von Zelldetritus, Kontaminationen und Enzymresten zu minimieren ist 
bei Suspensionskulturen eingeschränkt. Da aber insbesondere bei Primärisolaten 
sowohl totes Zellmaterial als auch Kontaminationen mit Bakterien, Hefen und Pilzen 
auftreten, wurde in dieser Arbeit eine anfängliche adhärente Kultivierung mittels Fib-
ronektinbeschichtung untersucht. Die anfängliche bakterielle Kontamination ebenso 
wie das Auftreten von Pilzhyphen in den durchgeführten Isolationen war grundsätz-
lich gering und konnte mit dem Einsatz von Penicillin-Streptomycin bzw. Fungizone 
eingedämmt werden. Jedoch waren die bei der Primärisolation auf die Zellen ein-
wirkenden Stressfaktoren doch so groß, dass die Zellzahl initial zum Teil weiter ab-
nahm. Durch die anfängliche Beschichtung mit Fibronektin und dem daraus resultie-
renden adhärenten Wachstum der Zellen war es möglich das gesamte verbrauchte 
Medium abzunehmen. Dies wirkte tendenziell dem negativen Effekt auf das anfängli-
che Zellwachstum entgegen. Es ist bekannt, dass die adhärente Kultivierung im Ver-
gleich zu Suspensionskulturen das Wachstum der Zellen fördert (PRIME und 
TAYLOR-SMITH 2009). Dies war auch in den vorliegenden Versuchen zu beobach-
ten. Bei allen ausgewerteten Versuchsdurchläufen waren nach der ersten Passage 
der Zellen bei einer Anzucht auf Fibronektin mehr Zellen vorhanden als bei den auf 
unbeschichteten Platten angezüchteten Zellen. Auf lange Sicht ist der Einfluss auf 
das Wachstum der Sphäroide bildenden Zellen jedoch nur gering und die Überle-
benszeit der mF-Zellen nur geringfügig höher als die der oF-Zellen. Von einer dauer-
haften Kultivierung auf Fibronektin, wie sie in der Studie von ERNST et al. (2010) 
vorgenommen wurde, wurde in dieser Arbeit Abstand genommen. So war es mög-
lich, im Weiteren die Fähigkeit der isolierten Zellen zur Sphäroidbildung zu untersu-
chen und evtl. in Kokultur vorliegende Fibroblasten und Keratinozyten zu reduzieren. 
Bei einer adhärenten Kultivierung war keine klare Abgrenzung von Fibroblasten, Ke-
ratinozyten und Vorläuferzellen auf Grund der Zellmorphologie möglich. Die für die 
Vorläuferzellen typische Sphäroidbildung ermöglichte hingegen die Trennung dieser 
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Zellen von den adhärent vorliegenden Fibroblasten und Keratinozyten im Zuge der 
Passage der Zellen.   
Zusammenfassend lässt sich aus den bisherigen Ergebnissen festhalten, dass die 
Isolation eine Woche nach Rasur bei jüngeren Tieren am effektivsten ist. Eine en-
zymatisch orientierte Isolationsmethode ist einer mechanisch orientierten vorzuzie-
hen. Dabei erweist sich ein Isolationsprotokoll modifiziert nach FERNANDES und 
MILLER (2009) mit einem gestaffelten Einsatz von Trypsin und Kollagenase sowohl 
hinsichtlich der isolierten relativen Zellzahl als auch im Hinblick auf die langfristige 
Bildung von Sphäroiden als am zuverlässigsten. Eine Beschichtung der Zellkultur-
platten mit Fibronektin bis zur ersten Passage wirkt sich tendenziell positiv auf das 
Zellwachstum aus. Im Weiteren wurde der Einfluss der Beschichtung auf die Bildung 
von Sphäroiden, deren Morphologie und immunzytologisches Expressionsmuster 
untersucht. 
 
5.2 Charakterisierung der isolierten Zellen 
5.2.1 Morphologische Charakterisierung 
Das morphologische Hauptcharakteristikum der SKPs ist die Bildung von kugeligen 
Zellaggregaten bei Anzucht auf unbeschichteten Platten. Diese werden als Sphären 
bezeichnet und liegen frei flotierend bis leicht adhärent in Suspensionskulturen vor 
(TOMA et al. 2001). Auch die in dieser Arbeit isolierten Zellen bildeten unter Einfluss 
des SKP-Proliferationsmediums sphärenartige Zellaggregate aus, die bis zur genau-
eren Analyse als Sphäroide bezeichnet wurden. Um den Einfluss der Beschichtung 
auf die Formierung der Sphäroide zu untersuchen, wurde deren Anzahl und Morpho-
logie analysiert. Die Auswertung erfolgte ausschließlich an Zellen die mittels der EOI 
isoliert wurden. Dabei ergab sich rechnerisch kein signifikanter Unterschied der An-
zahl von Sphäroiden pro cm² Kulturoberfläche nach initialer Fibronektinbeschichtung 
im Vergleich zur ausschließlichen Kultivierung auf unbeschichteten Zellkulturplatten. 
Betrachtet man die Ergebnisse jedoch genauer, lässt sich erkennen, dass sowohl 
sechs Wochen als auch neun Wochen nach der Isolierung bei gleicher Ausgangs-
zelldichte die oF-Zellen in 80% der Versuchsdurchläufe mehr Sphäroide/cm² formier-
ten als die mF-Zellen. Unabhängig von der Beschichtung war jedoch die Schwan-
kungsbreite zwischen den einzelnen Versuchsdurchläufen sehr groß. Dies könnte 
auf einer variierenden Anzahl Sphäroide bildender Zellen im Ausgangsgewebe beru-
hen. Außerdem handelte es sich bei den isolierten Zellen um eine Mischkultur, in der 
die potentiellen SKPs neben adhärent wachsenden Fibroblasten und einigen Kera-
tinozyten vorlagen. Das Wachstum der letzten beiden Zellarten wird durch den Ein-
satz von SKP-Proliferationsmedium eingeschränkt (PRICE und BREWER 2001, 
ERNST et al. 2010, ZHANG et al. 2013). In den durchgeführten Versuchen war je-
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doch auch die Proliferationsrate der Sphäroide bildenden Zellen niedrig. Daher kann 
mit hoher Wahrscheinlichkeit eine niedrige Ausgangszellzahl nicht vollständig durch 
Proliferation der Vorläuferzellen ausgeglichen werden. Trotz Standardisierung des 
Versuchsaufbaus durch gezielte Auswahl der Tiere und durch eine Rasur eine Wo-
che vor der Probenentnahme gelang es also nicht, den exakten Grad der 
Sphäroidbildung vorherzusagen. Weitere Studien mit einer größeren Tierzahl würden 
jedoch umfangreichere Datensätze liefern, die die individuellen Schwankungen rela-
tivieren würden.  
Weiterhin ist eine tendenzielle Abnahme der Sphäroidanzahl pro cm² von der sechs-
ten bis zur neunten Woche festzustellen. Die Reduktion der Sphäroide könnte durch 
ein spontanes adhärentes Wachstum der beteiligten Zellen erklärt werden. Auch 
GINGRAS et al. (2007) beschreiben, dass die SKP-Sphären nach vier Wochen in 
Kultur verstärkt adhärieren und Zellen auswachsen. Es könnte sich dabei um Fib-
roblasten und Keratinozyten handeln, die in Kokultur vorliegen und überwiegend ad-
härent wachsen. Sind diese in Sphäroide eingelagert, könnten sie somit auch das 
Anwachsen der Sphäroide am Boden der Zellkulturplatten fördern. Da in der Literatur 
die Adhärenz der SKP-Sphären auch als erster Schritt in der Differenzierung der 
SKPs angesehen wird, kann mit dem Auswachsen von Fibroblasten und Keratinozy-
ten auch eine spontane Differenzierung der adhärierenden SKPs einhergehen 
(TOMA et al. 2001, BIERNASKIE et al. 2006). Somit wären diese Zellen nicht mehr in 
der Lage sich neu zu Sphäroiden zu formieren. Gleichzeitig war die Proliferationsrate 
der sphäroidal wachsenden Zellen relativ niedrig. Die spontan differenzierten SKPs 
könnten daher nur langsam ersetzt werden, während die schnelle Bildung von Mo-
nolayern insbesondere durch die teilungsaktiven Fibroblasten und durch differenzier-
te Zellen die Intervalle zwischen den Passagen verkürzt. Eine erhöhte Passagenzahl 
geht wiederum mit einer gesteigerten Rate an spontanen Differenzierungen der in 
sphäroidalen Kulturen wachsenden Vorläuferzellen einher (CHANDRAN und 
CALDWELL 2004). Die Neuformierung von Sphäroiden würde dadurch wiederum 
minimiert werden. Die spontane Differenzierung der potentiellen SKPs ist somit eine 
mögliche Ursache für die tendenziell geringere Anzahl an Sphäroiden in der neunten 
Woche im Vergleich zur sechsten Woche.   
Neben der Anzahl der Sphäroide muss aber auch die Größe der gebildeten Zellag-
gregate berücksichtigt werden, um eine Aussage zum Einfluss einer initialen Platten-
beschichtung auf die Bildung von Sphäroiden und die daran beteiligten Zellen treffen 
zu können. In der vorliegenden Arbeit war nach sechs Wochen in Kultur kein signifi-
kanter Unterschied der Größe der Zellaggregate unter Berücksichtigung der Be-
schichtung feststellbar. Tendenziell waren jedoch die mF-Sphäroide mit einem mittle-
ren Durchmesser von 68,24 µm kleiner als die oF-Sphäroide (Median: 74,08 µm). 
Dies stimmt auch mit dem bereits in der Versuchsreihe „Juvenil“ ermittelten signifi-
kanten Unterschied in der sechsten Woche überein. Auf Grund der niedrigen n-Zahl 
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wurde dieses Ergebnis jedoch als Tendenz gewertet. In der neunten Woche nach 
Isolierung ist eine umgekehrte Entwicklung zu erkennen. Die anfänglich auf mit Fib-
ronektin beschichteten Zellkulturplatten kultivierten Zellen bildeten zu diesem Zeit-
punkt signifikant größere Zellaggregate als die oF-Zellen. Ein Grund für die zunächst 
auftretende geringere Größe der Zellaggregate nach einer initialen Beschichtung ist 
die verzögerte Sphäroidbildung. Die isolierten Zellen wuchsen wie bei ERNST et al. 
(2010) beschrieben auf Fibronektin adhärent. Das Aneinanderlagern der Zellen be-
gann somit erst nach der ersten Passage. Bei den auf unbeschichteten Platten kulti-
vierten Zellen wurden hingegen bereits vor der ersten Passage Sphäroide gebildet. 
Diese dienten auch als Grundlage für die weitere Kultivierung, da die gebildeten 
Sphäroide im Zuge der Passagen oft nicht vollständig aufgelöst wurden. Resultat ist 
eine zunächst geringere Größe der Sphäroide der mF-Zellen. Dieser Größenunter-
schied glich sich jedoch bis zur neunten Woche nach Isolierung wieder aus bzw. 
wurde sogar umgekehrt. Jedoch gilt wie für die Anzahl/cm² auch für den maximalen 
Durchmesser, dass zum Teil erhebliche Schwankungen auftraten, die nicht durch die 
initiale Beschichtung zu erklären waren. Die im Median 70,97 µm großen Sphäroide 
entsprachen in ihrer Größe etwa den in der Literatur abgebildeten SKP-Sphären 
(GINGRAS et al. 2007, BIERNASKIE et al. 2009). Jedoch traten auch makroskopisch 
sichtbare kompakte Aggregate auf, die sich aber in der Regel bei der nächsten Pas-
sage auflösten und nicht neu formierten. Was zu der spontanen Bildung von „Rie-
sensphäroiden“ bei standardisierten Kulturbedingungen führte, konnte auf Grund des 
seltenen Auftretens nicht geklärt werden. Möglicherweise lagerten sich im Zuge der 
Passage mehrere Sphäroide zusammen. Jedoch war das Erscheinungsbild in der 
Regel gleichmäßig und Konturen kleinerer beteiligter Sphäroide nicht erkennbar. Die 
Form der Sphäroide war hingegen unabhängig von der Größe der Sphäroide. Sie 
wurde im Zuge der morphologischen Charakterisierung genauer untersucht. Insbe-
sondere für die Benennung war die Frage zu klären, ob es sich bei den ovinen Zella-
ggregaten, wie die in der Literatur verwendete Bezeichnung als „Sphären“ vermuten 
lässt, um ideale Kugeln oder eher um als „Sphäroide“ bezeichnete Rotationsellipsoi-
de handelt (BEYER 1987, TOMA et al. 2001). Dazu wurde zusätzlich zum maximalen 
Durchmesser Max 1 der größte, senkrecht dazu stehende Durchmesser Max 2 ge-
messen. Die Auswertung der Daten zeigte, dass in der sechsten und neunten Woche 
unabhängig von der Beschichtung Max 1 signifikant größer war als Max 2. Max 2 ist 
im Median um 13% kürzer als Max 1. Auf Grund der damit ellipsoiden Grundfläche 
der von den ovinen Zellen gebildeten Aggregate wird in dieser Arbeit die Bezeich-
nung „Sphäroide“ verwendet und nicht die in der Literatur gängige Bezeichnung 
„Sphären“.   
Betrachtet man die Ergebnisse der morphologischen Charakterisierung zusammen-
fassend unter dem Aspekt einer anfänglichen Fibronektinbeschichtung, ist bei einer 
Kultivierung der Zellen bis zu sechs Wochen von dieser abzuraten. Sowohl die Grö-
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ße der Sphäroide als auch ihre Anzahl pro cm² ist bei einer Anzucht der Zellen ohne 
Beschichtung in der sechsten Woche in Kultur höher. Bis zur neunten Woche gleicht 
sich die geringere Sphäroidanzahl der mF-Zellen durch eine Größenzunahme der 
Sphäroide aus. Jedoch sinkt insgesamt die Anzahl der von oF- und mF-Zellen gebil-
deten Sphäroide von der sechsten zur neunten Woche ab. Dies spricht gegen eine 
langzeitige Kultivierung. Ein Einfluss der Beschichtung auf die geometrische Form 
der Zellaggregate war nicht feststellbar. 
 
5.2.2 Immunzytologische Charakterisierung 
5.2.2.1 Positivkontrollen 
Neben dem Einfluss einer initialen Beschichtung auf die Morphologie der Sphäroide 
ist insbesondere die Wirkung auf die Zellzusammensetzung der Aggregate von Be-
deutung. Daher wurde das Expressionsmuster der Sphäroide immunzytologisch ana-
lysiert. Es sollte überprüft werden, ob die enthaltenen Zellen charakteristische SKP-
Antigene exprimierten und evtl. weitere Zelltypen in den Zellaggregaten vorlagen. So 
ist die spontane Bildung von Sphären unter bestimmten Kulturbedingungen nicht auf 
SKPs beschränkt, sondern wird auch für andere Vorläuferzellen beschrieben. Insbe-
sondere neurale Vorläuferzellen bilden sogenannte Neurosphären aus. So wurden 
sphäroidal wachsende Vorläuferzellen von HETZ (2013) aus dem humanen enteri-
schen Nervensystem und von DUITTOZ et al. (2001) aus dem embryonalen Gehirn 
des Schafes isoliert. Da auch den SKPs ein neurales Differenzierungspotential nach-
gewiesen wurde, lag ein weiteres Augenmerk dieser Arbeit auf den Markern von neu-
ralen Vorläuferzellen (FERNANDES et al. 2004, FERNANDES et al. 2006). Die ver-
wendeten Antikörper mussten zum Teil zunächst auf ovinem Gewebe etabliert wer-
den und Positivkontrollen für die immunzytologische Untersuchung der Sphäroide 
erstellt werden. Für die in dieser Arbeit eingesetzten Antikörper eigneten sich beson-
ders Schnitte des Wandbereichs des lateralen Ventrikels aus dem ovinen neonaten 
Gehirn. In der ventrikulären und subventrikulären Zone von adulten Individuen ver-
schiedener Säugetiere konnten bereits neben reifen Nerven- und Gliazellen auch 
neurale Vorläuferzellen nachgewiesen werden (GUIDI et al. 2011, WALTON et al. 
2013). Die Arbeit von BRUS et al. (2010) zeigt, dass auch im adulten ovinen Gehirn 
potentiell Vorläuferzellen zu finden sind. Daher wurden Gehirnschnitte eines am ers-
ten Lebenstag verstorbenen Lamms zur Etablierung von Markern maturer Neurone 
(NF200, Tbr1), Gliazellen (GFAP, S100β) sowie von Vorläuferzellen (DCX, Par3, 
Pax6, Tbr2, Sox2, NES, p75NTR) verwendet. Für beide neuronale Marker konnte 
eine spezifische Markierung detektiert werden. So lagen NF200 und Tbr1 in kortika-
len Zellen vor, die den Astrozytenmarker GFAP bzw. den von proliferierenden Zellen 
exprimierten Marker Ki67 nicht exprimierten. Es ist daher davon auszugehen, dass 
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es sich hierbei um postmitotische Neurone handelt. Auch das Verteilungsmuster von 
GFAP und S100β ist als spezifisch zu beurteilen. Bei den um die Blutgefäße liegen-
den S100β-positiven Zellen handelt es sich höchstwahrscheinlich um Zellen der peri-
vaskulären Astrozytenscheide. Wie erwartet konnten auch selektiv potentielle Vorläu-
ferzellen auf den Gehirnschnitten nachgewiesen werden. So befanden sich Pax6-
positive Zellen v.a. in der Ventrikulärzone. Die Markierung war, spezifisch für einen 
Transkriptionsfaktor, nur intranukleär vorhanden. Ein Teil der Zellen befand sich spe-
zifisch für Vorläuferzellen in Proliferation, was sich in der Markierung mit Ki67 wider-
spiegelt. Ebenfalls entlang des Ventrikels wurde Par3 in Kolokalisation mit ZO1 api-
kal in den Zellfortsätzen detektiert. Diese Ergebnisse stimmen mit dem in der Litera-
tur beschriebenen Verteilungsmuster überein, das für Vorläuferzellen gilt, die sich im 
Rahmen der Neurogenese aus den radialen Gliazellen entwickeln (ENGLUND et al. 
2005, HACK et al. 2005, BULTJE et al. 2009). Die in der Ventrikulärzone angesiedel-
ten Vorläuferzellen sind in der Lage sich sowohl in Neurone als auch in Gliazellen zu 
differenzieren. Auch DCX, ein Mikrotubulus-assoziiertes Protein, das in neuronalen 
Vorläuferzellen vorliegt und im Rahmen der Differenzierung herunterreguliert wird 
aber auch in Astrozyten nachgewiesen wurde, konnte in der ventrikulären Zone de-
tektiert werden. Da keine Kolokalisation mit dem Astrozytenmarker S100β feststellbar 
war, handelt es sich bei den oft radiär ausgerichteten angefärbten Strukturen mit 
sehr hoher Wahrscheinlichkeit um Fortsätze von unreifen Neuronen und nicht um 
Astrozyten (VERWER et al. 2007, TAKAMORI et al. 2013). Tbr2, ein Antigen, das 
typischerweise von unpolaren, neuronalen Vorläuferzellen der SVZ exprimiert wird, 
konnte hingegen auf den in dieser Arbeit verwendeten Schnitten nicht markiert wer-
den. Dies könnte darauf zurückzuführen sein, dass die Tbr2-Expression im Gegen-
satz zur Pax6-Expression im Verlauf der Neurogenese herunterreguliert wird 
(ENGLUND et al. 2005, HACK et al. 2005, FIETZ et al. 2010). Da die Gehirnprobe im 
Verhältnis zur Gehirnentwicklung relativ spät entnommen wurde, war es zu erwarten, 
dass Tbr2 nicht detektiert werden konnte. Der eingesetzte Tbr2-Antikörper konnte 
jedoch erfolgreich an Schnitten des embryonalen Schafgehirns in einer anderen Ar-
beitsgruppe des Veterinär-Anatomischen Institutes der VMF Leipzig etabliert werden 
und die Schnitte als Positivkontrolle dienen. Die bei der Charakterisierung von SKPs 
typischerweise eingesetzten Antikörper Nestin und Sox2 wurden bereits im Gehirn 
adulter Mäuse in Vorläuferzellen der VZ und in der SVZ nachgewiesen (ELLIS et al. 
2004). In der vorliegenden Arbeit gelang es, diese auch auf ovinen Gehirnschnitten 
nachzuweisen. Bei den getesteten Nestin-Antikörpern war nur der als NESc be-
zeichnete zielführend. Der erfolgreiche Einsatz von NESa durch DUITTOZ et al. 
(2001) beim Schaf konnte in dieser Arbeit nicht reproduziert werden. Beide einge-
setzten Sox2-Antikörper färbten Zellkerne im Bereich der SVZ. Jedoch wurde die 
Färbung mit Sox2a als unspezifisch gewertet, da alle Zellkerne markiert waren. Die 
Markierung mit Sox2b erfolgte hingegen selektiv in Zellkernen der VZ und SVZ und 
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wurde daher als spezifisch eingestuft. Der verwendete Antikörper p75NTRb lagerte 
sich fast ausschließlich im Bereich der Blutgefäße an. Diese perivaskuläre Bindung 
wird auch von FANBURG-SMITH und MIETTINEN (2001) beschrieben. Eine spezifi-
sche Färbung von neuralen Vorläuferzellen in der SVZ konnte nur an sehr wenigen 
Zellen nachvollzogen werden. Dies stimmt mit der Studie von YOUNG et al. (2007) 
überein, in der berichtet wird, dass nur eine sehr geringe Anzahl an p75NTR-
positiven Vorläuferzellen in der SVZ des neonaten Gehirns vorhanden ist. Sowohl 
auf den Gehirnschnitten als auch auf sagittalen Anschnitten der Haut konnten der 
kernständige Proliferationsmarker Ki67 und der Antikörper für das von mesenchyma-
len und neuroektodermalen Zellen exprimierte Intermediärfilament Vimentin erfolg-
reich etabliert werden (LEVIN et al. 2009, SHABBIR et al. 2014). Außerdem färbten 
die Marker für αSMA und für das Proteoglykan Versican spezifisch Zellen bzw. die 
extrazelluläre Matrix in der dermalen Wurzelscheide, den Gefäßen und der Wand der 
Schweißdrüsen. Versican wurde des Weiteren im Haarbulbus im Bereich der epi-
dermalen Haarmatrix nachgewiesen, was mit der erhöhten Produktion von Versican 
bei proliferierenden und migrierenden Zellen übereinstimmt (WIGHT 2002). Während 
die Bindung des eingesetzten Panzytokeratinantikörpers an dermale Anteile als un-
spezifisch anzusehen ist, ist der Keratinantikörper auf Grund seines Verteilungsmus-
ters zum Nachweis von Keratinozyten geeignet. CD133 konnte auf dem vom Herstel-
ler als Positivkontrolle empfohlenen Nierengewebe nicht erfolgreich etabliert werden. 
Die Detektion eines möglicherweise schwachen Signals wurde durch die starke Auto-
fluoreszenz verhindert. Auch die Behandlung der Schnitte mit UV-Licht und Sudan-
schwarz B, wie es für murine Nierenschnitte beschrieben wurde, brachte keine Ver-
besserung (VIEGAS et al. 2007, SUN et al. 2011). Von einer weiteren Anwendung 
von CD133 wurde daher abgesehen. Die beim Schaf erfolgreich etablierten Antikör-
per standen für die Analyse der Sphäroide zur Verfügung.  
 
5.2.2.2 Immunzytologisches Expressionsmuster der ovinen Sphäroide  
Der Zeitpunkt der immunzytologischen Charakterisierung unter Berücksichtigung ei-
ner initialen Fibronektinbeschichtung wurde zum einen auf Grundlage der morpholo-
gischen Untersuchung gewählt. Da die Anzahl der Sphäroide nach der sechsten Wo-
che in Kultur abnahm, sollte, um möglichst viele Sphäroide auswerten zu können, 
eine Analyse vorher stattfinden. Zum anderen wurde der von GINGRAS et al. (2007) 
beschriebene Anstieg der Nestin-positiven Zellen nach der dritten Passage berück-
sichtigt. Daraus resultierte die Fixierung und Untersuchung der Zellen nach vier Wo-
chen in Kultur.   
Zur Untersuchung der Zellaggregate im Detail eignet sich besonders die Färbung 
von Kryoschnitten der Sphäroide. Die häufig in der Literatur beschriebene immunzy-
tologische Markierung der Sphäroide als Ganzes direkt in der Zellkulturschale ist als 
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problematisch anzusehen. Mit einem Durchmesser der Sphäroide von im Median 
70,97 µm kommt es bei der Detektion der Fluoreszenz zu einer Überlagerung der 
Zellschichten, wodurch eine Einzelzellerkennung und damit verbunden eine exakte 
Auswertung erschwert wird. Dies ist auch in der Arbeit von ZHAO et al. (2010) er-
kennbar. In die Sphäroide ist zum Teil auch Zelldetritus eingelagert, der häufig eine 
starke unspezifische Fluoreszenz erzeugt. Auf Grund der Überlagerungen kann es 
daher zu falsch-positiven Aussagen kommen. Bei der Färbung im Well kommt es 
auch verfahrensbedingt zum Verlust der vollständig frei flotierenden Sphäroide. Es 
werden also ausschließlich leicht adhärierende Sphäroide berücksichtig, bei denen 
bereits Veränderungen der Antigenexpression, zum Beispiel in Folge von Differenzie-
rungsprozessen, stattgefunden haben können. Dies kann mit dem Einsatz des Cyto-
spinverfahren umgangen werden. Hier kann es jedoch auch zu Fluoreszenzüberlage-
rungen in Folge des relativ großen Sphäroiddurchmessers kommen. Des Weiteren 
treten in Folge der Rotationskräfte Strukturverluste auf. Dies kann insbesondere bei 
größeren Sphäroiden zur Auflösung des Zellverbandes führen und die Auswertung 
erschweren oder verfälschen (FERNANDES et al. 2006). Bei immunzytologischen 
Färbungen kryofixierter, geschnittener Sphäroide kommt es hingegen in Folge der 
geringen Schichtdicke nur zu wenigen Überlagerungen (GINGRAS et al. 2007). Bei 
einem Zelldurchmesser von etwa 5 µm und einer Schnittdicke von 14 µm lagen in 
den hier diskutierten Experimenten maximal drei Zelllagen übereinander. Insbeson-
dere bei einem hohen bis zu 100%igen Anteil an positiven Zellen muss aber darauf 
hingewiesen werden, dass eventuell Zellen falsch-positiv bestimmt wurden. Auch bei 
dieser Methode können Sphäroide durch die Abnahme der Reagenzien im Laufe der 
Kryofixierung verloren gehen, jedoch ließen sich in dieser Arbeit in den gefärbten 
Anschnitten mehrere Sphäroide erkennen. Als ein weiterer Nachteil kann der Verlust 
des Gesamtüberblickes über die Sphäroide bei ausschließlicher Betrachtung von 
Sphäroidanschnitten angesehen werden. Jedoch kann dies durch geeignete Wahl 
der Anschnitte vermieden werden. Auf den mit der Methode von PACEY et al. (2006) 
gewonnenen Schnitten konnten durch die Färbung mehrerer nicht benachbarter 
Schnitte verschiedene Ebenen der einzelnen Sphäroide abgedeckt werden. Als ab-
schließendes Kriterium ist die Vergleichbarkeit mit den verwendeten Positivkontrollen 
zu berücksichtigen. Für die beiden ersten Verfahren wären In-vitro-Positivkontrollen, 
wie zum Beispiel ovine, mit den nötigen Antikörpern charakterisierte, neurale Vorläu-
ferzellen sinnvoll. Diese waren aber nicht erhältlich. Die Kryoschnitte der Sphäroide 
hingegen sind auf Grund der beinahe identischen Aufbereitung und der Anwendung 
der gleichen Färbemethode sehr gut mit den erstellten Positivkontrollen vergleichbar. 
Daher ist für eine genaue immunzytologische Analyse von Sphäroiden die Anferti-
gung von Kryoschnitten zu empfehlen.  
Bei der Auswertung der immunzytologischen Untersuchung zeigte sich, dass der An-
teil an Keratinozyten in der vierten Woche nach der Isolierung insgesamt sehr gering 
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war. Die Reduzierung der Keratinozyten auf ein Minimum im Rahmen der Isolation 
und der anschließenden Kultivierung war damit gelungen. Die anfängliche Beschich-
tung mit Fibronektin hatte jedoch eine tendenziell unterstützende Wirkung auf die 
Keratin-positiven, epidermalen Zellen. Der Prozentsatz war mit 7,03% der ausgewer-
teten Zellen zwar gering, aber deutlich über den 2,05% der durchgehend auf unbe-
schichteten Zellkulturplatten gezüchteten Zellen. Da es das Ziel der Arbeit war, einen 
möglichst hohen Anteil an SKPs und einen möglichst geringen Anteil an Keratinozy-
ten in den Sphäroiden zu erreichen, ist eine Fibronektinbeschichtung in diesem Zu-
sammenhang als nachteilig zu beurteilen. Das Intermediärfilament Vimentin wurde, 
wie von JINNO et al. (2010) beschrieben und konträr zu der Studie von TOMA et al. 
(2001), von fast allen Zellen ausgebildet. Auch αSMA wurde von 99,64% bzw. 100% 
Zellen exprimiert. Dieses Mikrofilament, das bereits in Zellen der dermalen Wurzel-
scheide nachgewiesen wurde, trat auch bei BIERNASKIE et al. (2009) in sphärenbil-
denden, Sox2-positiven dermalen Vorläuferzellen auf. Der Einfluss der Beschichtung 
auf das immunzytologische Expressionsmuster ist sowohl bei Vimentin als auch bei 
αSMA als vernachlässigbar zu betrachten. Vimentin und αSMA wurden beide nur in 
den dermalen Anteilen der Haut exprimiert. Damit wird die Herkunft der isolierten Zel-
len aus den dermalen Anteilen der Haut noch einmal unterstrichen. Das Proteogly-
kan Versican verhielt sich in den vom Schaf isolierten Zellen anders als bei 
BIERNASKIE et al. (2009) und HILL et al. (2012) beschrieben. Während in diesen 
Studien die SKP-Zellen Versican-positiv waren, konnten in der vorliegenden Arbeit 
unabhängig von der Beschichtung nur in einem minimalen Prozentsatz der Zellen 
Versican nachgewiesen werden. Dies war überraschend, da in der als Positivkontrol-
le vorliegenden Färbung eines ovinen Hautschnittes αSMA und Versican intrazellulär 
kolokalisiert waren. Eine mögliche Erklärung ist, dass die Zellen nach der Lösung 
aus dem Gewebeverband ihre Versicanproduktion größtenteils einstellen. Dieses 
veränderte Produktionsverhalten könnte auf der Tatsache beruhen, dass Versican in 
vivo und in vitro insbesondere von Zellen mit einer hohen Teilungsrate gebildet wird 
(WIGHT 2002). Da jedoch nur in 23,16% bzw. 36,70% der Zellen das während der 
Zellteilung vorliegende Protein Ki67 nachgewiesen werden konnte, befand sich ein 
großer Teil der Zellen in den ovinen Sphäroiden in der G0-Phase des Zellzyklus 
(SCHOLZEN und GERDES 2000). Eine Reduktion der Versicanbildung wäre damit 
wahrscheinlich. Weder die Bildung von Versican noch von Ki67 wurde von der initia-
len Beschichtung stark beeinflusst. Ein essentieller Teil dieser Arbeit war es, die 
Sphäroide auf die klassischerweise in der SKP-Forschung verwendeten Marker zu 
untersuchen. Dabei zeigte sich, dass Nestin auch in den isolierten, ovinen Zellen vor-
lag. Die Ausbildung dieses Intermediärfilaments wird nicht nur für SKP-Zellen son-
dern auch für neurale Vorläuferzellen beschrieben. Im Rahmen der SKP-Forschung 
wurde es auch in der dermalen Papille und Wurzelscheide nachgewiesen (DUITTOZ 
et al. 2001, TIEDE et al. 2009). Nach vier Wochen in Kultur waren fast alle Zellen der 
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Sphäroide Nestin-positiv. Der prozentuale Anteil war bei den anfänglich auf Fib-
ronektin gezüchteten Zellen nur minimal geringer. In weiterführenden Untersuchun-
gen müsste geklärt werden, ob die ovinen Zellen bereits unmittelbar nach der Isolie-
rung Nestin exprimieren oder ob es zu einem Anstieg der Nestinexpression im Laufe 
der Kultivierung kommt, wie GINGRAS et al. (2007) es zeigten. Der in der Literatur in 
SKPs und neuralen Vorläuferzellen nachgewiesene Transkriptionsfaktor Sox2 war in 
der vorliegenden Arbeit mit 67,97% bzw. 33,56% insgesamt in einer geringeren An-
zahl an Zellen vorhanden als Nestin (BIERNASKIE et al. 2009, FENG et al. 2013). 
Es war jedoch eine deutliche Abhängigkeit von der anfänglichen Beschichtung zu 
erkennen. So waren etwa doppelt so viele Sox2-positive Zellen in den mF-
Sphäroiden wie in den oF-Sphäroiden enthalten. Eine anfängliche Fibronektinbe-
schichtung wirkte sich also positiv auf den Gehalt Sox2-positiver Vorläuferzellen aus. 
Der p75-Neurotrophinrezeptor konnte in keiner der untersuchten Sphäroide bilden-
den Zellen nachgewiesen werden. Dieser Rezeptor ist unter anderem in Stammzel-
len, die aus der Neuralleiste abstammen, zu finden. Dessen Vorkommen in murinen 
SKPs wurde von WONG et al. (2006) und JINNO et al. (2010) aufgedeckt. Wider-
sprüchlich zu diesen Angaben waren die Ergebnisse von TOMA et al. (2001), der 
entsprechend der vorliegenden Arbeit keine p75NTR-positiven Zellen nachweisen 
konnte. Weitere Untersuchungen der ovinen Zellen auf molekularbiologischer Ebene 
könnten eine exaktere Aussage ermöglichen. Aus dem bisher erstellten immunzyto-
logischen Expressionsmuster, insbesondere basierend auf dem hohen Anteil an Nes-
tin- und Sox2-positiven Zellen, kann geschlossen werden, dass es sich bei einem 
Großteil der isolierten Zellen um SKP-ähnliche Zellen handelt. Auffallend ist jedoch 
die für Vorläuferzellen geringe Proliferationsrate. Dies wurde auch von GINGRAS et 
al. (2007) bei der Kultivierung von humanen SKPs ab der 2. Passage beschrieben. 
Es muss in Betracht gezogen werden, dass sich in den vier Kultivierungswochen aus 
Sox2- und Nestin-positiven Vorläuferzellen bereits differenzierte Tochterzellen gebil-
det haben, die weiterhin die Vorläuferantigene exprimieren, jedoch in die G0-Phase 
übergetreten sind. Der Übergang der Zellen in die G0-Phase könnte aber auch eine 
Folge der serumfreien Kultivierung und dem Vorliegen der Zellen in dicht gepackten 
Zellaggregaten sein. Sowohl Nährstoffmangel als auch eine hohe Zelldichte sind in 
der Zellkultur eine bekannte Ursache für den Übergang der Zellen in das Ruhestadi-
um (MODIANO et al. 1999, HAYES et al. 2005). So zeigte sich auch in ersten Diffe-
renzierungsversuchen mit den in dieser Arbeit gewonnenen Zellen, dass sie unter 
Serumeinfluss wieder eine erhöhte Proliferationsrate aufwiesen und bis zur Kon-
fluenz adhärent wuchsen (vgl. Anhang Kapitel 9.4). Dies stimmt auch mit den Be-
obachtungen von TOMA et al. (2001) überein. In deren Arbeit konnte nach der 
Proliferationsphase des Differenzierungsprozesses in allen SKPs Bromdesoxyuridin 
nachgewiesen werden. Es handelt sich dabei um ein synthetisches Nukleosid, das in 
der S-Phase des Zellzyklus in die DNS eingelagert wird und damit die Markierung 
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proliferierender Zellen ermöglicht.   
Um das Potential der sphäroidal wachsenden Zellen als neurale Vorläuferzellen ge-
nauer zu beleuchten, wurden weitere Analysen vorgenommen. Über 85% der dahin-
gehend ausgewerteten Zellen wurden mit dem Marker Par3 spezifisch angefärbt, 
was sich in einer zytoplasmatischen, mit einer im Bereich der Zellmembran tendenzi-
ell verstärkt ausgeprägten Fluoreszenz widerspiegelte. Ein polares Verteilungsmus-
ter innerhalb der einzelnen Zellen, wie es an der apikalen Oberfläche der Ventrikul-
ärzone auftrat, war innerhalb der Sphäroide nicht erkennbar. Es kann vermutet wer-
den, dass durch die Bildung kompakter Aggregate ohne Lumen die Vorläuferzellen 
ihre Zellpolarität verlieren. Weiterführend könnte untersucht werden, ob es zu einer 
polaren Ausrichtung der Zellen bei Adhärenz der Sphäroide kommt. Bei einer hohen 
Expression von Par3 in polaren Vorläuferzellen der VZ wird von einem gleichzeitig 
verstärkten Auftreten von Pax6-positiven Vorläuferzellen berichtet (COSTA et al. 
2008). Zunächst schien auch bei den isolierten Zellen die Anzahl an Pax6-markierten 
Zellen hoch zu sein, jedoch lagen die markierten Strukturen ausschließlich im Zyto-
plasma. Als Transkriptionsfaktor müsste Pax6 aber wie in den Positivkontrollen intra-
nukleär vorliegen. Eventuell wurde Pax6 zwar gebildet, trat aber in Folge der fehlen-
den Polarität der Zellen in den Sphäroiden funktionell nicht in Erscheinung. Der 
Nachweis von Pax6 in den ovinen Sphäroiden ist daher kein Hinweis auf das Vorlie-
gen von Vorläuferzellen sondern muss als nicht auswertbar betrachtet werden. Ana-
log zu Par3 könnte auch die Markierung von Pax6 bei einer adhärenten Kultivierung 
der Zellen weitere Informationen liefern. Der von ENGLUND et al. (2005) für die un-
polaren, intermediären Progenitorzellen in der SVZ beschriebene Transkriptionsfak-
tor Tbr2 war hingegen im Kern der Zellen lokalisiert und zeigte damit ein für neurale 
Progenitorzellen zu erwartendes Verteilungsmuster. Auffallend war ein deutlich höhe-
rer Anteil an Tbr2-positiven oF-Zellen (22,22%) im Vergleich zu den mF-Zellen 
(1,47%). Die Fibronektinbeschichtung hatte damit einen negativen Effekt auf den An-
teil von Tbr2-positiven Vorläuferzellen. Basierend auf dem neuronalen Differenzie-
rungspotential der intermediären Progenitorzellen, kann vermutet werden, dass auch 
die isolierten Tbr2-positiven Zellen als neuronale Vorläuferzellen fungieren können. 
Diese Hypothese wird weiterhin durch den Nachweis von Doublecortin in einem 
Großteil der Zellen unterstützt. Der Anteil an positiven Zellen lag dabei nach einer 
Fibronektinbeschichtung etwas höher. Das Mikrotubulus-assoziierte Protein DCX 
wird im Rahmen der Neurogenese gebildet. Da DCX insbesondere in den sich entwi-
ckelnden Ausläufern von neuronalen Zellen im Zuge der Differenzierung ausgebildet 
wird, kann man davon ausgehen, dass es sich bei den runden, in den Sphäroiden 
vorliegenden Zellen um eine frühe Form von neuralen Vorläuferzellen handelte 
(FRANCIS et al. 1999). Jedoch muss berücksichtigt werden, dass das Auftreten von 
DCX nicht auf neuronale Vorstufen begrenzt ist. In der Arbeit von VERWER et al. 
(2007) wurde das Vorkommen von wenigen GFAP-positive Astrozyten, die gleichzei-
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tig DCX exprimierten, in verschiedenen kortikalen Arealen beschrieben. VERWER et 
al. (2007) stellten die Hypothese auf, dass DCX eine Rolle bei der Signaltransduktion 
von Gliazellen auf Neurone spielt. Ob und in welchem Ausmaß die gewonnenen 
DCX-positiven Zellen zur Bildung von Neuronen in der Lage sind, müsste in Differen-
zierungsversuchen geklärt werden. Auf Grund des Vorkommens von Tbr2-positiven 
Zellen kann aber davon ausgegangen werden, dass ein Teil der Zellen eine frühe 
Vorstufe von Nervenzellen darstellen. Der Nachweis von NF200, das in peripheren 
und zentralen Nervenzellen vorkommt und auch nach der Differenzierung adulter, 
neuronaler Progenitorzellen gebildet wird (TROJANOWSKI et al. 1986, HOSHIMARU 
et al. 1996), erfolgte nur in einer Zelle. Bei dieser randständig gelegenen Zelle könn-
te es sich um eine sich spontan differenzierende Zelle handeln, die sich bei weiterer 
Kultivierung vermutlich aus dem sphäroidalen Verband gelöst hätte. Die diffuse Fär-
bung von Strukturen im Zytoplasma der Zellen bei der Markierung des kernständigen 
Transkriptionsfaktors Tbr1 war mit hoher Wahrscheinlichkeit die Folge einer unspezi-
fischen Bindung. Eine weitere Auswertung wurde daher nicht vorgenommen. Bei ei-
ner die neurale Differenzierung unterstützenden Kultivierung der Zellen müsste über-
prüft werden, ob es während der Differenzierung zur Ausbildung von Fortsätzen und 
damit einhergehend zu einem Anstieg des DCX- und Neurofilament-Niveaus kommt. 
Zur Bestimmung einer Veränderung des Expressionsniveaus könnte dabei auch eine 
PCR-Untersuchung von Vorteil sein. Im Gegensatz zu dem neuronalen Antigen 
NF200 produzierten unabhängig von der Beschichtung alle bzw. fast alle ausgewer-
teten Zellen die Antigene S100β und GFAP. Beide sind Marker der glialen Zelllinie. 
RAPONI et al. (2007) gehen davon aus, dass GFAP und S100β von Astrozyten aus-
gebildet werden, wobei letzteres erst in einem späten Reifungsstadium ausgebildet 
wird. Überträgt man diese Ergebnisse auf das vorliegende immunzytologische Ex-
pressionsmuster, müsste man daraus schließen, dass der größte Teil der Sphäroide 
bildenden Zellen bereits eine Differenzierung in Richtung reifer Astrozyten durchlau-
fen hat. Dies widerspricht aber den hohen Anteilen an Nestin- und Par3-positiven 
Zellen ebenso wie dem Vorliegen von proliferierenden und Sox2-positiven Zellen. 
Auch das Vorhandensein von Tbr2-positiven Zellen, die der Literatur zu Folge nicht 
in der Lage sind, sich in Astrozyten zu differenzieren, spricht gegen ein 100%ige De-
terminierung in die gliale Richtung. Aktuelle Studien unterstützen die Annahme, dass 
es sich bei den isolierten Zellen, um Vorläuferzellen handelte. So wurde GFAP auch 
in Vorläuferzellen des murinen Großhirns entdeckt, die in der Lage waren, sowohl 
eine neuronale als auch eine gliale Differenzierung zu durchlaufen (GUO et al. 2013). 
Auch S100β konnte mittlerweile nicht nur in Astrozyten nachgewiesen werden, son-
dern auch in einer kleinen Population von Neuronen und oligodendroglialen Vorläu-
ferzellen (VIVES et al. 2003). Jedoch scheint das gliale Differenzierungspotential der 
ovinen Zellen hoch zu sein. Dies konnte auch in ersten Differenzierungsversuchen 
der in dieser Arbeit isolierten ovinen Zellen gezeigt werden. Nach einer kurzen 
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Proliferationsphase und einer dreiwöchigen astrozytären Differenzierungsphase nach 
dem Protokoll von BIERNASKIE et al. (2009) kam es zur Bildung von adhärenten, 
meist bipolar wachsenden Zellen. Es handelte sich dabei um S100β-positive und 
p75NTRb-negative Zellen die zum Teil auch GFAP exprimierten (vgl. Anhang Abb. 
9.3). Ein quantifizierendes Verfahren, wie die Durchführung eines Western Blots oder 
der Einsatz einer PCR-Analyse wäre sinnvoll, um eine Veränderung des Expressi-
onsniveaus aufzeigen zu können. In weiteren, über längere Zeit durchgeführten In-
vitro-Differenzierungsversuchen sollte das Potential der Zellen sowohl als gliale als 
auch neurale Vorläuferzellen genauer aufgedeckt werden.   
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Sphäroide überwiegend von der-
malen Zellen mit einer relativ geringen Proliferationsrate gebildet wurden, die in un-
terschiedlichem Maße Vorläuferzellmarker wie Nestin und Sox-2 exprimierten. Bei 
den gewonnenen Vorläuferzellen handelte es sich daher mit hoher Wahrscheinlich-
keit um eine heterogene Population mit einem variierenden neuralen Differenzie-
rungspotential. Neben einem sehr hohen Anteil an Zellen, die sich potentiell zu Ast-
rozyten entwickeln können, war ein kleinerer Anteil an neuronalen Tbr2-positiven 
Vorläuferzellen vorhanden. Die Heterogenität der Zellen spiegelte sich auch in der 
unterschiedlichen Beeinflussung des Expressionsgrades von Vorläufermarkern durch 
eine initiale Fibronektinbeschichtung wider. Während nach einer anfänglichen Be-
schichtung der Zellkulturplatten der Anteil an Sox2-postiven Vorläuferzellen anstieg, 
fiel der Anteil an Tbr2-positiven neuronalen Vorläuferzellen stark ab. Durch eine ge-
zielte fluoreszenzbasierte Zellsortierung (FACS) wäre es möglich, den genauen An-
teil der verschiedenen Vorläuferzellpopulationen an den isolierten Zellen zu ermitteln. 
Mittels quantitativer PCR oder RNA-Sequenzierung könnte auch ein detailliertes Ex-
pressionsprofil von einzelnen Zellen der Sphäroide generiert werden. Dazu müssten 
die Zellen zuvor zum Beispiel durch Laser-Mikrodissektion aus unfixierten Sphäroi-
den vereinzelt werden.  
 
5.3 Fazit 
In dieser Arbeit ist es gelungen ein zuverlässiges, standardisiertes Isolationsprotokoll 
zur Gewinnung von sphäroidal wachsenden Vorläuferzellen aus der ovinen Dermis 
im Bereich der Regio nasofrontalis zu etablieren. Mehrere in der Literatur beschrie-
bene Protokolle erwiesen sich als ungeeignet für die Anwendung beim Schaf. Eine 
sichere und in jedem Versuchsdurchlauf erfolgreiche Isolierung gelang nur mit einem 
enzymatisch orientierten Isolationsprotokoll modifiziert nach FERNANDES und 
MILLER (2009). Die epidermalen Anteile werden dabei mit 0,1%igem Trypsin abge-
löst und die SKPs aus dem Gewebeverband mit Kollagenase gelöst. Eine initiale Fib-
ronektinbeschichtung ist offensichtlich für die Kultivierung der isolierten ovinen Vor-
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läuferzellen in Sphäroiden nicht von Vorteil. Sie fördert zwar die anfängliche Zell-
proliferation, die Sphäroidbildung wird hingegen verzögert, was sich in der geringe-
ren Größe und Anzahl der Sphäroide widerspiegelt. Außerdem ist der Anteil der un-
erwünschten Keratinozyten nach einer Beschichtung höher und der Anteil der Tbr2-
positiven Vorläuferzellen deutlich niedriger. Der nach einer Fibronektinbeschichtung 
erhöhte relative Anteil an Sox2-positiven Vorläuferzellen muss auf Grund der gerin-
geren Sphäroidgröße und -anzahl/cm² bis zur sechsten Woche und der damit gerin-
geren absoluten Zellzahl in den Sphäroiden relativiert werden. Wird eine Kultivierung 
der Zellen jedoch über mehr als sechs Wochen angestrebt oder erfolgt zum Beispiel 
eine Fluoreszenz basierte Zellsortierung unmittelbar nach der Primärisolation, ist ei-
ne Fibronektinbeschichtung in Betracht zu ziehen. Insgesamt handelt es sich bei den 
in dieser Arbeit isolierten dermalen Vorläuferzellen um eine heterogene Population, 
die in unterschiedlichem Maße vorläuferzellspezifische Antigene exprimieren. Es 
lässt sich abschließend resümieren, dass sich die isolierten Zellen auf Grund ihres 
i) dermalen Ursprungs, ii) ihres Vorläuferpotentials und iii) ihres sphäroidalen Wachs-
tums unter dem Begriff der skin-derived precursor cells zusammenfassen lassen.  
 
5.4  Ausblick 
Zur Erhöhung des Vorläuferzellanteils wäre es sinnvoll, auf weiterführende Metho-
den, wie eine Fluoreszenz basierte Zellsortierung, zurückzugreifen. Auch für die ge-
zielte Isolierung von bestimmten Vorläuferzellgruppen aus der heterogenen Zellpopu-
lation wäre dies eine gute Möglichkeit. Für die Erhaltung der Vitalität der Zellen im 
Rahmen einer Fluoreszenz basierten Zellsortierung und der damit verbundenen 
Möglichkeit, die Zellen weiter zu kultivieren oder möglicherweise zu transplantieren, 
ist es aber zuvor nötig, vorläuferspezifische Oberflächenmarker auf den ovinen SKPs 
zu detektieren. In der vorliegenden Arbeit ist es nicht gelungen, mit den verwendeten 
Antikörpern das Oberflächenantigen CD133 und den p75-Neurotrophinrezeptor auf 
den ovinen Vorläuferzellen zu markieren. Ein weiterer Ansatzpunkt wäre zum Bei-
spiel eine Zellsortierung nach dem CD15/CD24/CD29-Schema für neurale Stamm-
zellen von PRUSZAK et al. (2009). Im Anschluss wäre auch eine dauerhafte Anzucht 
der sortierten Zellen auf fibronektinbeschichteten Platten denkbar. Nach Entfernung 
von Fibroblasten und Keratinozyten könnte somit die Proliferationsrate in Folge des 
adhärenten Wachstums der isolierten Zellen erhöht werden. Aus einer Hautprobe 
könnte damit eine größere Anzahl an Vorläuferzellen gewonnen werden. In Folge 
dessen wäre eine Reduktion des Probenvolumens möglich und andere Entnahme-
stellen im Gesichtsbereich könnten in Betracht gezogen werden. Dies würde bei der 
Entnahme der Hautproben von lebenden Tieren einen einfacheren Wundverschluss 
und eine verkürzte Wundheilung zur Folge haben.   
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Auf Grund des breiten Differenzierungspotentials der SKPs ist ein Einsatz der ovinen 
SKPs in Therapiestudien zu verschiedenen Erkrankungen denkbar. Das Schaf dient 
dabei als Tiermodell für humane ebenso wie für tiermedizinisch relevante Erkrankun-
gen. So wurden Schafmodelle zur Erforschung von Sehnendefekten und Gelenkser-
krankungen beim Pferd entwickelt. Da zum Beispiel bei Sehnenerkrankungen ver-
mehrt der Einsatz von Vorläuferzellen in der Therapie erforscht wird, ist ein Einsatz 
von ovinen SKPs auch hier denkbar (MASTBERGEN et al. 2008, GODWIN et al. 
2012, MANDERS 2013). Das im Rahmen dieser Arbeit genauer untersuchte neurale 
Potential macht sie jedoch besonders attraktiv für Studien zu humanen neurodege-
nerativen Erkrankungen oder zum Schlaganfall. Vor allem in der Schlaganfallfor-
schung hat sich in den letzten Jahren das Modelltier Schaf bewährt (BOLTZE et al. 
2008, BOLTZE et al. 2011, DREYER et al. 2012). Die isolierten ovinen Zellen expri-
mieren Antigene, die typisch für neurale Vorläuferzellen sind, die unter anderem im 
adulten Gehirn in der SVZ auftreten und deren Proliferation nach einem induzierten 
Schlaganfall zu einem gewissen Ersatz der zerstörten Neurone führte (JIN et al. 
2001, ARVIDSSON et al. 2002). Dieser endogene Reparationsmechanismus könnte 
durch die isolierten Vorläuferzellen aus der Dermis unterstützt werden. Ein solcher 
Effekt könnte in autologen Transplantationsstudien der ovinen SKPs im Schlagan-
fallmodell am Schaf untersucht werden. Es würde sich anbieten hierbei wiederum 
SKPs zu verwenden, die mittels FACS sortiert und anschließend auf Fibronektin kul-
tiviert wurden. Somit könnte etwa auch das relativ kleine Hautstück verwendet wer-
den, das beim chirurgischen Zugang zur mittleren zerebralen Arterie im Rahmen der 
Auslösung des ischämischen Infarktes aus der Regio temporalis entfernt wird. Bevor 
eine autologe Transplantation durchgeführt werden kann, ist eine weitere Erfor-
schung der isolierten Zellen nötig. Auch ihr Potential sollte, etwa in ausführlichen In-
vitro-Differenzierungsversuchen, genauer ermittelt und ihre Eigenschaften auch auf 
molekularbiologischer Ebene untersucht werden. Die vorliegende Arbeit dient somit 
als Basis für weiterführende Untersuchungen in Richtung des autologen Einsatzes 
der dermalen, ovinen Vorläuferzellen im Schlaganfallmodell im Schaf. 
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Die Inzidenz von neurodegenerativen Erkrankungen und Schlaganfällen steigt in 
Folge der Überalterung der westlichen Gesellschaft immer weiter an. Die Behand-
lung von Schlaganfall-, Alzheimer und Parkinsonpatienten ist bisher aber meist unbe-
friedigend bzw. weitgehend erfolglos. Ein neues Modell in der Schlaganfallforschung 
wurde daher am Schaf entwickelt. In diesem wird auch der in den letzten zwei Jahr-
zehnten verstärkt verfolgte zelltherapeutische Ansatz untersucht (BOLTZE et al. 
2011, DREYER et al. 2012). Neurale Vorläuferzellen gelten dabei, auf Grund ihrer 
wichtigen Rolle bei den endogenen Reparaturmechanismen nach einem Schlagan-
fall, als besonders vielversprechend. Die Gewinnung dieser Zellen für eine autologe 
Transplantation ist jedoch aufwendig und nur eingeschränkt möglich. Im Vergleich zu 
Nervengewebe stellt die Haut eine sowohl beim Tier als auch beim Menschen leicht 
zugängliche und in ausreichendem Maß verfügbare Quelle verschiedener Stamm- 
und Vorläuferzellen dar. Bei verschiedenen Spezies wurde die Isolation spezieller, 
dermaler Vorläuferzellen beschrieben, die als skin-derived precursor cells (SKPs) 
bezeichnet werden. SKPs wiesen dabei ein ähnliches Differenzierungspotential auf 
wie neurale Vorläuferzellen (TOMA et al. 2001, FERNANDES et al. 2006). Ein Ein-
satz der SKPs in der Schlaganfalltherapie wäre somit denkbar, muss aber zunächst 
im Schafmodell erforscht werden. SKPs wurden jedoch noch nicht bei der Spezies 
Schaf isoliert. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, ein Isolationsprotokoll für 
SKPs aus der ovinen Dermis zu etablieren und diese morphologisch und immunzyto-
logisch zu charakterisieren.   
Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene in der Literatur beschriebene Isolati-
onsverfahren an ovinen Hautproben getestet und modifiziert. Es wurden verschiede-
ne Körperregionen auf ihre Eignung zur Probenentnahme und zur anschließenden 
Isolierung untersucht. Des Weiteren wurde der Effekt einer Rasur eine Woche vor 
Exzision des Hautareals auf die Sphäroidbildung überprüft. Der Einsatz von Enzy-
men in Kombinationslösungen oder singulär wurde variiert und eine unterschiedlich 
intensive mechanische Aufbereitung der Proben durchgeführt. Der Erfolg der zwei 
vielversprechendsten Isolationsprotokolle wurde statistisch validiert. Außerdem wur-
Zusammenfassung 
 
80 
de der Effekt einer initialen Fibronektinbeschichtung analysiert. Die von den isolierten 
Zellen gebildeten sphärenartigen Zellaggregate wurden unter morphologischen Ge-
sichtspunkten sechs und neun Wochen nach Isolation ausgewertet. Dabei wurden 
die Anzahl der Sphäroide/cm², die Größe und die Form berücksichtigt. Des Weiteren 
erfolgte eine immunzytologische Analyse der Sphäroide mit Fokus auf das in der Li-
teratur beschriebene Expressionsmuster von SKPs und neuralen Vorläuferzellen. 
Für die Isolation von ovinen SKPs erwies sich die Regio nasofrontalis als das geeig-
netste Hautareal. Dabei war die Isolation eine Woche nach Rasur des beprobten 
Areals zuverlässiger als ohne diese. Bei vergleichender Betrachtung der Methoden 
erwies sich ein enzymatisch orientiertes Isolationsverfahren modifiziert nach 
FERNANDES und MILLER (2009) als zielführend. Neben einer hohen Anzahl an iso-
lierten Zellen erfolgte in jedem Versuchsdurchgang eine Zusammenlagerung der Zel-
len in frei flotierenden Aggregaten. Diese waren im Median 70,97 µm groß. Auf 
Grund ihrer Geometrie ist es korrekter sie als Sphäroide und nicht, wie bei anderen 
Spezies üblich, als Sphären zu bezeichnen. Eine anfängliche Beschichtung der Zell-
kulturplatten mit Fibronektin hatte keinen fördernden Effekt auf die Bildung und die 
Größe der Sphäroide. Lediglich eine anfänglich höhere Proliferationsrate war be-
merkbar. Immunzytologisch konnte gezeigt werden, dass in den Sphäroiden eine 
heterogene Zellpopulation vorlag. Die Sphäroide wurden überwiegend von Zellen 
gebildet, in denen neben mesenchymalen Markern auch klassische Vorläuferantige-
ne wie Nestin und Sox2 nachgewiesen wurden. Das immunzytologische Expressi-
onsmuster ist damit vergleichbar mit dem von SKPs anderer Spezies. Außerdem 
wurden in unterschiedlicher Ausprägung Antigene detektiert, die typischerweise in 
neuralen Vorläuferzellen der ventrikulären und subventrikulären Zone vorkommen. 
Dies konnte auch in den Positivkontrollen für das ovine Gehirn bestätigt werden. Die 
Anzahl proliferierender Zellen in den Sphäroiden war relativ gering und die Anzahl an 
kokultivierter Keratinozyten minimal. Die Zusammenfassung der heterogenen Vorläu-
ferzellpopulation unter dem Begriff skin-derived precursor cells ist auf Grund ihres 
dermalen Ursprungs und ihrer morphologischen und immunzytologischen Eigen-
schaften gerechtfertigt. Somit ist es in dieser Arbeit gelungen, zum ersten Mal SKPs 
aus der ovinen Dermis zu isolieren und über neun Wochen zu kultivieren. Es wurde 
ein Isolationsprotokoll entwickelt, das eine Sphäroidbildung reproduzierbar ermög-
licht und an die Gegebenheiten beim Schaf angepasst ist. Bevor eine autologe 
Transplantation von diesen SKPs etwa im Schlaganfallmodell am Schaf vorgenom-
men werden kann, ist eine intensivere Untersuchung der isolierten Zellen etwa mit-
tels PCR durchzuführen und eine fluoreszenzbasierte Zellsortierung der heterogenen 
Vorläuferzellen zu entwickeln. 
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In consequence of the demographic changes in modern western society, the inci-
dence of neurodegenerative diseases and stroke is increasing. Unfortunately, there 
is still no successful or at least satisfactory treatment available for patients who suffer 
from stroke Alzheimer’s or Parkinson’s disease. Therefore, a new animal model in 
stroke research has been established in sheep (BOLTZE et al. 2011, DREYER et al. 
2012). First cell therapy studies have already been performed in this model. Espe-
cially neural precursor cells seem to be promising as they play an important role in 
endogenous repair processes in the brain after stroke. However, the extraction of 
these cells prior to an autologous transplantation is elaborate and of limited success. 
Compared to neural tissue, skin is an easily accessible and sufficiently available 
source of a variety of stem and precursor cells in animals as well as in humans. 
Thus, the isolation of a specific type of dermal precursor cells, called skin-derived 
precursor cells (SKPs), seems to be easier compared to neural precursor cells and in 
vitro SKPs are capable of neural differentiation as well (TOMA et al. 2001, 
FERNANDES et al. 2006). According to these findings, a therapeutic application of 
SKPs after stroke seems to be promising. Prior to that, however, intensive studies in 
the ovine stroke model are necessary. Thus, SKPs have to be isolated from the der-
mis of sheep for an autologous transplantation. Therefore, the aim of this dissertation 
has been the establishment of an optimal isolation protocol for SKPs from the ovine 
dermis as well as the morphological and by immunocytochemical characterisation of 
those cells. Within this study, several previously described isolation protocols were 
modified for ovine skin. Skin samples were taken from several body regions to as-
sess the local suitability for excision and isolation. Additionally, the effect of shaving 
the areas one week before sampling on spheroid forming was tested. A variety of 
enzymes was used alone and in combination. Furthermore, the effectiveness of an 
isolation protocol using enhanced mechanical treatment was analysed. The two most 
promising protocols were evaluated statistically and compared to each other. In these 
experiments, the influence of an initial fibronectin coating was determined as well. 
The isolated cells formed spheroids, which were assessed after six and nine weeks 
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of cultivation considering the amount of spheroids per cm², their size and form. 
Moreover, immunocytochemical tests were conducted, focusing on expression pat-
terns described for SKPs and neural precursor cells.   
According to these experiments, it is advisable to take skin samples from the naso-
frontal region one week after shaving. Comparing all tested protocols, a predominant-
ly enzymatic isolation protocol modified according to FERNANDES and MILLER 
(2009) was most successful. A high cell yield was achieved and free-floating sphe-
roids formed spontaneously in all test runs. The median diameter of these spheroids 
was 70.97 µm. Due to their three-dimensional shape, it is more correct to use the 
term “spheroid” instead of the commonly used term “sphere”. Growing the isolated 
cells initially on fibronectin coated culture plates does not support both formation and 
size of the spheroids. Only a higher cell proliferation at the beginning of cultivation 
can be noticed. Immunocytochemical assays demonstrated that the formed sphe-
roids consisted of a heterologous cell population. Besides mesenchymal antigens the 
cells in the spheroids expressed characteristic antigens of precursor cells, like Nestin 
and Sox2. Thus, the immunocytochemical expression pattern is comparable to SKPs 
isolated from other species. Furthermore, common markers of neural precursor cells 
of the ventricular and subventricular zone, whose existence in the ovine brain was 
also proven in this study, were detected in the spheroid forming cells. There were 
only a few proliferating cells and a minimal amount of keratinocytes in the spheroids. 
Due to the dermal origin and the given morphological and immunocytochemical 
characteristics, the heterogeneous cell population can be addressed by the term 
“skin-derived precursor cells”. In conclusion, in this study ovine SKPs were isolated 
for the first time and cultured successfully over nine weeks. An isolation protocol was 
established, which guarantees reproducible formation of spheroids in cell isolates 
from ovine dermis. Further intensive examinations of the isolated cells, for example 
using PCR, have to be conducted before SKPs can be applied in autologous trans-
plantation in the ovine stroke model. Additionally, the usage of fluorescence-activated 
cell sorting of the heterogeneous precursor cells should be considered. 
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9 Anhang 
9.1 Material 
Tab. 9.1 Verwendete Reagenzien 
Reagenzien Hersteller Kat.-Nr. 
Nährmedien 
DMEM, Low Glucose, GlutaMAX™, 
Pyruvate (DMEM) 
LifeTechnologies GmbH, 
Darmstadt 21885-025 
Ham's F-12 Nutrient Mix, GlutaMAX™ 
(F12) 
LifeTechnologies GmbH, 
Darmstadt 31765-068 
Fetal Bovine Serum "GOLD" PAA Laboratories GmbH, Cölbe A15-151 
B-27® Serum-Free Supplement (50X), 
Liquid 
LifeTechnologies GmbH, 
Darmstadt 17504-044 
Puffer 
HBSS, no Calcium, no Magnesium LifeTechnologies GmbH, Darmstadt 14170-088 
DPBS, no calcium, no magnesium LifeTechnologies GmbH, Darmstadt 14190-169 
Enzyme 
Collagenase I-A Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München C2674 
Collagenase XI Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München C9407 
Trypsin Merck KGaA, Darmstadt 6502 
Trypsin-EDTA LifeTechnologies GmbH, Darmstadt 25200056 
TrypLE Select LifeTechnologies GmbH, Darmstadt 12563-011 
Dispase LifeTechnologies GmbH, Darmstadt 17105-041 
Antibiotika / Antimykotika 
Penicillin-Streptomycin  LifeTechnologies GmbH, Darmstadt 15140-122 
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Reagenzien Hersteller Kat.-Nr. 
Fungizone LifeTechnologies GmbH, Darmstadt 15290-026 
Wachstumsfaktoren 
rHuFGF-2 (bFGF-2) Biomol GmbH, Hamburg 50361 
rHuEGF (EGF) Biomol GmbH, Hamburg 50349 
Beschichtung 
Fibronectin Solution PromoCell GmbH, Heidel-berg C-43050 
Einbettung 
D(+)-Saccharose Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe 4621.2 
Paraformaldehyd Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe 0335.4 
O.C.T. compound, mounting media for 
cryotomy 
VWR International GmbH, 
Darmstadt 361603E 
2-Methylbutan Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe 3927.2 
Immunhistologische Färbungen 
tri-Natriumcitrat-Dihydrat Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe 3580.1 
Citronensäure Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe X863.1 
Natronlauge 1N (1mol/l) Dr. K. Hollborn & Söhne, Leipzig 0312 
Triton® X-100 für die Molekularbiologie Appli Chem GmbH, Darm-
stadt A4975.0100 
Goat Serum PAA Laboratories GmbH, Cölbe B11-033 
bisBenzimide H 33342 trihydrochloride  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München B2261 
Shandon Immu-Mount Fisher Scientific GmbH, Schwerte 9990402 
HE-Färbungen 
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Reagenzien Hersteller Kat.-Nr. 
Hämatoxylinlösung nach Gill II Dr. K. Hollborn & Söhne, Leipzig 0413 
Eosinlösung 1% wässrig Dr. K. Hollborn & Söhne, Leipzig 0713 
Essigsäure 100% Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe 6755.1 
2-Propanol Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe 9866.4 
Ethanol 96% BrüggemannAlcohol GmbH, Wittenberg 06064107 
Roti®-Histol Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe 6640.2 
Roti®-Histokitt Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe 6638.2 
 
Tab. 9.2 Verbrauchsmaterialien 
Verbrauchsmaterialien Hersteller Kat.-Nr. 
BD Falcon Cell Strainer 40 µl Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA 352340 
BD Falcon Cell Strainer 70 µl Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA 352350 
Serologische Pipetten 10 ml Techno Plastic Products AG, Trasadingen, CH 94010 
Zellkultur-Testplatte 
6 well 
Techno Plastic Products 
AG, Trasadingen, CH 9206 
Zellkultur-Testplatte 
24 well 
Techno Plastic Products 
AG, Trasadingen, CH 
9224 
 
Deckgläser rund 12 mm 
Glaswarenfabrik Karl 
Hecht GmbH & Co KG, 
Sondheim/Rhön 
1001/12 
SuperFrost® Objektträger VWR International GmbH, Darmstadt 631.0108 
Objektträger ELKAmed 
Glaswarenfabrik Karl 
Hecht GmbH & Co KG, 
Sondheim/Rhön 
2406/1 
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Verbrauchsmaterialien Hersteller Kat.-Nr. 
Cryomold Tissue-Tek, Standard 
Sakura Finetek Europe 
B.V., Alphen aan den Rijn, 
NL  
4557 
Dako Pen Dako GmbH, Jena S2002 
 
Tab. 9.3 Verwendete Geräte 
 
Geräte Technische Details Hersteller 
OP-Mikroskop 
J.K.H.® Fiberlight 
J.K.H. Power Control Unit 
Model 039005 
J.K.H. 111-806 
J.K.H. Eyepiece  
Okkular Nikon 10x/23 
J.K.H W10X-23mm 
J. K. Hoppl Corporation, 
New York, USA 
Hybridisierungsofen mit 
Wipptisch 
HB-1000 Hybridizer Hybri-
dization Oven 
Ultra-Violet Products Ltd, 
Cambridge, UK 
Feinwaage AG204 Delta Range Waa-ge 
Mettler-Toledo GmbH, 
Gießen 
Zentrifuge 
Heraeus Multifuge 3S-R 
Plus 
BIOshield®Rotor 7500 
6435
 
Fisher Scientific GmbH, 
Schwerte 
Sicherheitswerkbank Hera Safe KS12 
Kendro Laboratory Prod-
ucts GmbH, Langensel-
bold 
Brutschrank Memmert CO2-Brutschrank INC 153 
Memmert GmbH & Co. 
KG, Schwabach 
Autoklav Tischautoklav Typ 3150EL Tuttnauer Europe B.V., Breda, NL 
Schüttler Thermomixer Comfort Eppendorf AG, Hamburg 
Pipetboy o.A. INTEGRA Biosciences AG, Fernwald 
Mikrotom Leica RM 2255 Leica Mikrosystems GmbH, Wetzlar 
Kryotom Leica CM3050 S Leica Mikrosystems GmbH, Wetzlar 
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Geräte Technische Details Hersteller 
Cytospin Shandon Cytospin 3 Cen-trifuge 
Fisher Scientific GmbH, 
Schwerte 
Phasenkontrastmikroskop  Nikon Eclipse TE 2000-S Nikon Digital Sight DS-U1 
Nikon Instruments Eu-
rope B.V., Amsterdam, 
NL 
Software zu Nikon Eclip-
se TE 2000-S NIS-Elements AR3.2 
Nikon Instruments Eu-
rope B.V., Amsterdam, 
NL 
Scanningtisch 
Prior ProScan H117N2TE- 
Flat Top Scanningtisch 
Prior ProScan III PS3J100 
Prior ProScan III 
V31XYZE 
Prior Scientific GmbH, 
Jena 
Axioplan 2 Imaging Sys-
tem 
Zeiss Axioplan 2 imaging 
 
Carl Zeiss Microscopy 
GmbH, Jena 
structured-light Kon-
fokalsystem OptiGrid  
 
Qioptiq Photonics GmbH 
& Co. KG, Göttingen 
Digitalkamera ORCA-ER  
Hamamatsu Photonics 
Deutschland GmbH, 
Herrsching am Ammer-
see 
Software zu Axioplan 2 Volocity® 4.3.2. PerkinElmer Inc, Waltham, USA 
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9.2 Methoden 
9.2.1 Entparaffinierung 
Roti®-Histol  10 Minuten  
Roti®-Histol  10 Minuten  
Ethanol 96%  5 Minuten  
Ethanol 80%  5 Minuten  
Ethanol 70%  5 Minuten  
Ethanol 50%  5 Minuten  
Aqua dest.  Waschen 
 
9.2.2 Hämatoxylin-Eosin-Färbung 
Hämatoxylinlösung nach Gill II   10 Minuten  
Leitungswasser    spülen 
Leitungswasser    10 Minuten  
Eosin      5 Minuten  
Aqua dest.     spülen 
Ethanol 96%     2 x 2 Minuten  
2-Propanol     2 x 2 Minuten  
Roti®-Histol     2 x 2 Minuten 
 
9.2.3 Immunfluoreszenzfärbung 
PBS    spülen 
4% PFA   10 Minuten  
PBS    3 x 10 Minuten  
Zitratpuffer   60 Minuten  
PBS    3 x 10 Minuten  
0,3% Triton® X-100  30 Minuten  
5% Ziegennormalserum 20 Minuten  
Primärantikörper  über Nacht (4°C) + 1 Stunde (Raumtemperatur)  
PBS    3 x 10 Minuten  
Sekundärantikörper  30 Minuten  
PBS    3 x 10 Minuten  
Immu-Mount   über Nacht (4°C)  
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9.2.4 Isolationsverfahren 
Tab. 9.4 Arbeitsprotokolle im Rahmen der Validierung  
 EOI  MOI 
Entnahmestelle Reg. nasofrontalis 
Vorbereitung in Vor-
feld Eine Woche zuvor Entnahmestelle Rasieren 
Vorbereitung unmit-
telbar postmortal 
Rasur des Hautareals 
Reinigung, Desinfektion  
Entnahme 
sterile Exzision  
Spülen in 70%igem Ethanol 
Transportmedium auf Eis 
1. mechanische 
Aufbereitung Ent-
fernung von: 
 
• Verschmutzungen 
• Unterhautmuskulatur 
• Subkutis mit Muskelgewe-
be, Fett und Gefäßen 
+ Epidermis 
Spülen  mit Transportmedium 
Zerkleinerung  5 bis 10 mm2 große Streifen 2 mm² 
1.Enzymatischer 
Schritt 
• Konzentration 
• Zeit  
• Temperatur 
• Lagerung 
Trypsin 
 
0,1% in HBSS 
Über Nacht 
4°C 
Epidermis nach unten 
Dispase + Collagenase 
 
0,9 U/ml + 0,5 mg/ml 
60 Minuten 
37°C 
unter schwenken 
Spülen  mit Transportmedium 
 
2. mechanische 
Aufbereitung Ent-
fernung von: 
unter OP-Mikroskop 
Epidermis und teilweise Talg-
drüsen(sekret) 
Spülen  mit Transportmedium 
Zerkleinerung 1 bis 2 mm² große Stücke 
2. Enzymatischer 
Schritt 
• Konzentration 
• Zeit 
• Temperatur 
• Lagerung 
Collagenase 1A oder XI 
 
1mg/ml 
90min 
37°C  
Unter schwenken  
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 EOI  MOI 
Abstoppen der En-
zymreaktion 
• Medienmenge 
• Zentrifugation  
mit Waschmedium + 10% Feta-
les Kälberserum mit Waschmedium 
3 malige Wiederholung 
3 x 10 ml 
50 x g/1 minÜberstand verwerfen 
Trituation  
 
• Medienmenge 
• Pipetten 
• Filtration 
Mit Waschmedium 
4-malige Wiederholung 
4 x 5 ml 
10ml serologische Pipette, 1000µl-Pipette 
100µm und 40µm Zellsieb 
Zentrifugation  220 x g/5 min  Überstand verwerfen 
Anzucht SKP-Proliferationsmedium (50.000 Zellen/cm2) 
 
 
9.3  Immunzytologische Charakterisierung 
 
Abb. 9.1 Immunhistologische Markierung kryofixierten Nierengewebes mit 
CD133 
A+B) Bei beiden eingesetzten CD133-Antikörpern ist kein selektives Signal in den 
Zellen der Nierentubuli detektierbar. Die Fluoreszenz der Färbungen mit Primäranti-
körper entspricht der in den Negativkontrolle. Messbalken entsprechen 50 µm. 
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Abb. 9.2 Nicht erfolgreich etablierte Antikörper auf Gehirnschnitten und Nega-
tivkontrolle aller Färbungen  
A+B) Tbr2 und NESa erzeugen kein Signal. C+D) NESb und p75NTRa erzeugen 
eine schwache und unspezifische Färbung. In den Bildern der linken Spalte liegen 
beide Primärantikörper und die Kernfärbung übereinander. Messbalken entsprechen 
50 µm. 
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9.4 Differenzierungsversuche 
9.4.1 Schwannzelldifferenzierung 
1. 3-tägige Proliferationsphase 
• Passage der Sphäroide 
• Anzucht auf Laminin / Poly-D-Lysin-beschichteten Glasplättchen 
• Gelöst in SKP-Proliferationsmedium + 10% Fetales Kälberserum  
2. 3-wöchige Differenzierungsphase 
• 50%iger Medienwechsel nach Proliferationsphase alle 3 Tage  
 Ersatz durch SZD-Medium 
• Passage bei Erreichen einer Konfluenz von 70% der Kulturfläche 
Tab. 9.5 SZD-Medium nach BIERNASKIE et al. (2006) 
Reagenzien Konzentration 
DMEM 3 Teile 
F12 1 Teil 
Fetales Kälberserum 1% 
Forskolin 2 µg/ml 
Heregulin-1-β 50 ng/ml 
Penicillin /Streptomycin 100 U/ml 
N2-Supplement  2 % 
 
3. Immunzytologische Untersuchung 
• Nach 3 Wochen im Well 
• Protokoll siehe 9.2.3 
• Im Vergleich zu ovinen dermalen Fibroblasten und caninen Schwannzellen 
(vgl. Abb. 9.3) 
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Abb. 9.3 Vergleichende immunzytologische Untersuchung nach Schwannzell-
differenzierung 
A+D) Ovine SKPs nach dreiwöchiger Schwannzelldifferenzierung; B+E) Ovine Fib-
roblastenkultur; C+F) Canine Schwannzellen. Messbalken entsprechen 100 µm. 
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